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Northern Blot-Hybridisierung 
Parallel zur Quantifizierung der Expression des pbp5-Gens mittels der quantitativen PCR 

wurden Northern Blot-Analysen durchgeführt, um die Ergebnisse der Genexpression zu 

verifizieren. Für die Genexpressionsanalyse von Enterococcus faecium wurden mit den 

spezifischen Primern Pbp5845KloF (Vorwärtsprimer) und Pbp51262KloR (Rückwärtsprimer) 

und bei Enterococcus faecalis mit Hilfe der Primer Elispbp5FKlo (Vorwärtsprimer) und 

Elispbp5R (Rückwärtsprimer) (siehe Tabelle 3.2) durch PCR Digoxygenin-markierte Sonden 

hergestellt.

Es wurden jeweils 200 ng der zuvor isolierten Gesamt-RNA auf die Nylon-Membran geblottet 

und mit der denaturierten Sonde spezifisch die pbp5 mRNA-Anteile nachgewiesen.  

Die Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 zeigen die Ergebnisse der Northern Blot- 

Hybridisierung bei Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis.

Osmotischer Stress: 

Es ist zu erkennen, dass bei Enterococcus faecium die pbp5 mRNA-Anteile in der Gesamt- 

RNA am 5. Behandlungstag am schwächsten waren. Bei den unbehandelten Bakterien und 

während der übrigen Entnahmezeitpunkte war die pbp5-Expression deutlich stärker. Dies 

Ct-Werte MW Ct SD Ct RF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 17,65 17,64 17,42 17,57  0,130  
3 Tage 22,50 22,42 22,35 22,42  0,075 -4,85 28,84
4 Tage 21,33 21,24 21,05 21,21  0,143 -3,64 12,47
5 Tage 20,45 20,17 19,98 20,20  0,236 -2,63 6,19
Leitungswasser ( Oligotrophie) 
Kontrolle 18,72 17,58 17,14 17,81  0,815  
3 Tage 25,08 24,63 24,50 24,74  0,304 -6,93 121,94
4 Tage 25,75 25,51 25,33 25,53  0,211 -7,72 210,84
5 Tage 24,59 24,55 24,60 24,58  0,026 -6,77 109,14

Ct-Werte MW Ct   Ct IF
Optische Dichte (OD600)
0,2 23,61 23,63 23,56 23,60  0,036  
2,5 17,27 17,43 17,10 17,27  0,165 6,33 80,45

Tab. 3.6: Quantitative PCR mit dem Primer-System spezifisch für das pbp5-Gen von 
Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen  und  
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. RF: 
Repressionsfaktor. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung. 
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korrelierte mit den Ergebnissen der quantitativen PCR, bei der die stärkste Repression des 

Gens nach einer Inkubation von 5 Tagen ermittelt wurde. 

Bei Enterococcus faecalis waren die mRNA-Anteile des pbp5-Gens am 3. und 4. 

Behandlungstag am wenigsten sichtbar. Bei der Kontrolle und nach fünftägiger Behandlung 

hingegen war die pbp5-Expression deutlich stärker. Damit konnten die Ergebnisse der Real-

Time-PCR bestätigt werden, bei denen die höchste Repression von pbp5 nach 3 und 4 

Tagen berechnet wurde. 

 Osmotischer Stress    Oligotrophie 

Oligotrophie:

Während der Inkubation in Leitungswasser waren die Signale der pbp5-mRNA von 

Enterococcus faecium bei der Kontrolle und nach 3 Tagen Inkubation am stärksten 

ausgeprägt. Bei den übrigen Zeitpunkten waren die Signale nicht so deutlich erkennbar. 

Diese Ergebnisse stimmten mit den Resultaten der quantitativen PCR überein, bei denen 

ebenfalls eine Repression des pbp5-Gens bei Oligotrophie nachgewiesen wurde. Allerdings 

konnten die stark ausgeprägten pbp5 mRNA-Anteile am dritten Tag, die eine verstärkte 

Expression des Gens anzeigten, durch die quantitative PCR nicht verifiziert werden. 

Bei Enterococcus faecalis waren die Anteile der pbp5-mRNA bei der Kontrolle am 

deutlichsten sichtbar. Bei den weiteren Entnahmezeitpunkten war die Expression von pbp5

schwächer. Diese Feststellungen konnten durch die Ergebnisse der quantitativen PCR 

bestätigt werden, bei denen eine Repression des pbp5-Gens bei Hungerstress festgestellt 

wurde. Auch war anhand der Signalintensität bei der Kontrolle im Vergleich zu den 

behandelten Bakterien erkennbar, dass die Repression von pbp5 bei Oligotrophie deutlich 

stärker ausgeprägt war als bei osmotischem Stress. 

Abb. 3.10: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt-RNA aus Enterococcus faecium.
Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten während der Behandlung mit einer 
Salzlösung (links) oder Leitungswasser (rechts). Pbp5 wurde mit einer spezifischen DIG-11- 
dUTP markierten Sonde detektiert. K: Kontrolle, d: Tage. 

 K      1d      2d     3d     4d      5d  K      1d      2d     3d     4d      5d 
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Optische Dichte 

Osmotischer Stress           Oligotrophie            Optische Dichte 

Unterschiedliche Wachstumsphasen: 

Abbildung 3.12 zeigt die Ergebnisse der Expression von pbp5 in verschiedenen 

Wachstumsphasen bei Enterococcus faecium, bei denen eine deutlich schwächere 

Ausprägung der pbp5-mRNA bei steigender Bakteriendichte zu erkennen war. Die 

Repression des pbp5-Gens in der stationären Phase mittels quantitativer PCR wurde durch 

diese Untersuchung bestätigt.

Bei Enterococcus faecalis war ein deutlich stärkeres Signal der pbp5-RNA bei einer 

optischen Dichte von 2,5 zu erkennen. Die Induktion des Gens in der stationären Phase, 

berechnet mit Hilfe der Real-Time-PCR , wurde durch die Northern Blot-Analysen bewiesen. 

Die Untersuchungen der Gram-positiven Bakterien zeigten eine Repression des für die 

Peptidoglykansynthese verantwortlichen pbp5-Gens bei osmotischem Stress und bei 

Nährstoffmangel. In der stationären Phase wurde eine Induktion des Gens bei Enterococcus

faecalis ermittelt, während Enterococcus faecium eine Repression des Gens aufwies. Diese 

Ergebnisse sprechen für eine stressabhängige Expression von pbp5 bei Enterokokken. 

Abb. 3.12: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt-RNA aus Enterococcus faecium.
Entnahme bei unterschiedlichen optischen Dichten (OD600). Pbp5 wurde mit einer 
spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde detektiert. 

0,2    0,4     0,6     0,7     0,8     2,5    OD600

Abb. 3.11: Northern Blot- Analyse von pbp5 in der Gesamt- RNA aus Enterococcus faecalis.
Entnahme nach unterschiedlich langen Inkubationszeiten während der Behandlung mit einer 
Salzlösung (links) oder Leitungswasser (Mitte) und bei unterschiedlichen optischen Dichten 
(OD600) (rechts). Pbp5 wurde mit einer spezifischen DIG-11-dUTP markierten Sonde 
detektiert. K: Kontrolle, d: Tage. 

0,2    2,5    OD600
 K     3d     4d      5d  K     3d     4d      5d 
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Medium mit planktonischen Bakterien 

Glasplatten mit adhärenten Bakterien 

Behälter

3.4 Untersuchung der Expression des rpoS-Gens und des rcsA-Gens bei 
adhärenten Bakterien 

Neben den Untersuchungen stressregulierter Faktoren bei planktonisch lebenden Gram-

negativen Referenzbakterien wurde auch die Expression des Sigmafaktors rpoS bei 

adhärenten Pseudomonas aeruginosa und des an der Biofilm- und EPS (extrazelluläre 

polymere Substanzen)-Synthese beteiligten rcsA-Gens bei adhärenten Escherichia coli

betrachtet. Für Mikroorganismen stellt die Fähigkeit der Biofilmbildung eine Möglichkeit dar, 

sich vor Umweltstress zu schützen. Vorteile gegenüber der planktonischen Lebensweise 

sind vor allem der Schutz vor Austrocknung, extremen pH-Werten, Desinfektionsmitteln oder 

Antibiotika (Hoyle 1991). Zusätzlich kommt es zu einer besseren Versorgung mit 

Nährstoffen.

Für die folgenden Analysen wurden die zu untersuchenden Bakterien in einer Färbeküvette 

mit einem Volumen von 250 mL, in dem sich Glasplatten mit einer Aufwuchsfläche von 13,75 

cm2 pro Seite befanden, über 7 Tage im Vollmedium bei 37 °C inkubiert (siehe Abbildung 

3.13). Es handelte sich hierbei um einen Batch-Reaktor, daher wurde alle drei Tage das 

Medium erneuert. In dieser Zeit lagerten sich die Zellen an die Glasplatten an und bildeten 

einen Biofilm. Nach einer Woche wurde eine Probe der planktonischen Bakterien, die sich in 

der stationären Phase befanden, aus dem Anzuchtsmedium sowie eine Glasplatte mit 

adhärenten Bakterien entnommen.  

Abb. 3.13: Schematische Darstellung der Biofilmanzucht. 

Danach wurde das Medium durch eine 0,5 M Salzlösung (osmotischer Stress) oder 

Leitungswasser (Oligotrophie) ersetzt und die adhärenten Bakterien auf den Glasplatten für 

weitere 5 Tage inkubiert. Täglich wurde eine Glasplatte mit den sich darauf befindenden 

Bakterien entnommen.  

Aus jeweils 1 mL Bakteriensuspension der planktonischen Bakterien bzw. aus der von einer 

Glasplatte abgeschabten adhärenten Bakterien wurde die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe 
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der reversen Transkriptase und den kommerziell erhältlichen random hexamer Primer in 

cDNA umgeschrieben. Diese wurde näher untersucht mittels quantitativer PCR und den 

spezifischen Primern für das rpoS-Gen von Pseudomonas aeruginosa, den Primern für das 

rcsA-Gen von Escherichia coli und dem EUB338-Gensystem (siehe Tabelle 3.1), für ein 

konstitutiv exprimiertes Referenzgen als Normierungsparameter. Für die Analyse der 

Genexpression wurde bei beiden untersuchten Gensystemen jeweils nur 1 ng cDNA 

eingesetzt, da die Menge der isolierten Gesamt-RNA aus den adhärenten Bakterien sehr 

gering war. Es wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgeführt. 

Aufgrund der geringen Biomasse war es ebenfalls nicht möglich, ausreichende Mengen an 

Gesamt-RNA aus adhärenten Bakterien nach 5 Tagen Inkubation zu isolieren, daher wurden 

die Versuche nur bis zum 4. Tag durchgeführt. Nach dieser Zeitdauer konnte genug RNA für 

die folgenden Versuche gewonnen werden. Angegeben sind jeweils die Ct-Werte mit 

Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD), die errechneten Ct-Werte sowie die 

Induktionsfaktoren (IF). IF1 stellt dabei den Induktionsfaktor dar, der bei dem Vergleich der 

Expression adhärenter gestresster Bakterien (nach 5tägiger Inkubation in einer 0,5 M 

Salzlösung oder Leitungswasser) im Vergleich zu planktonischen Bakterien ermittelt wurde, 

während IF2 die Unterschiede der gestressten adhärenten Bakterien mit den unbehandelten, 

adhärenten Zellen zeigt.  

Pseudomonas aeruginosa 

A) Reinkultur 
In Tabelle 3.7 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen des rpoS-Gens bei 

Pseudomonas aeruginosa dargestellt. 

Im Vergleich der planktonischen Bakterien zu den adhärenten Bakterien war eine deutliche 

Verstärkung der Expression von rpoS erkennbar. Die Ct-Werte nahmen von 27,35 bzw. 

29,48 auf 24,34 bzw. 26,82 ab. Der Ct-Wert lag bei 3,01 bzw. 2,66, anhand diesem der 

Induktionsfaktor von 8 bzw. 6 berechnet werden konnte. Somit war die Expression von rpoS

bei adhärenten Bakterien erhöht. 

Durch osmotischen Stress stieg die Induktion auf den Faktor 12 nach 3 Tagen Inkubation an. 

Beim Vergleich der unbehandelten, adhärenten Bakterien mit den durch eine 0,5 M 

Salzlösung behandelten, adhärenten Bakterien (IF2) und ihren entsprechenden Ct-Werten 

von 24,34 und 23,77 wird allerdings deutlich, dass es zu keiner Induktion von rpoS durch 

osmotischen Stress kam. Am 4. Tag befand sich die Expression von rpoS wieder auf dem 

gleichen Niveau wie dem der planktonischen Bakterien.  
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Bei Hungerstress verstärkte sich die Induktion mit der Inkubationszeit bis auf einen Faktor 

von 60 am 4. Tag (IF1). Vergleicht man die unbehandelten, adhärenten Bakterien mit den 

behandelten (IF2) nahmen die Ct-Werte von 26,82 auf 23,57 ab, dies entsprach einem Ct- 

Wert von 3,25 und einem Induktionsfaktor von 10. 

Bei den oben aufgeführten Versuchen mit adhärenten Bakterien wurde deutlich, dass ein 

Biofilm eine Schutzfunktion für die Bakterien darstellt. Während bei planktonischen Bakterien 

die Induktion des an der generellen Stressantwort beteiligten rpoS-Gens bei einem Faktor 

von etwa 30 lag (vgl. Kapitel 3.3.1), wurde bei adhärenten Bakterien ein deutlich geringerer 

Induktionsfaktor ermittelt (osmotischer Stress. keine Induktion, Oligotrophie: Induktionsfaktor 

10). Somit kam es auch bei Biofilmzellen zu einer Stressantwort (IF2), die aber bei weitem 

schwächer ausgeprägt war als bei planktonischen Zellen. 

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF1/ IF2 
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Plankton. Bakterien 27,34 27,42 27,28 27,35 0,070  

Biofilm (7 Tage alt) 24,35 24,42 24,26 24,34 0,080 3,01 8,06
+ Stress für 2 Tage 24,25 23,72 23,69 23,89 0,315 3,46 11,00/ - 
+ Stress für 3 Tage 23,82 23,81 23,68 23,77 0,078 3,58 11,96/ - 
+ Stress für 4 Tage 26,55 26,47 26,44 26,49 0,057 0,86 1,82/ - 
Leitungswasser (Oligotrophie) 
Plankton. Bakterien 29,60 29,47 29,38 29,48  0,111  

Biofilm (7 Tage alt) 27,03 26,80 26,62 26,82  0,206 2,66 6,32
+ Stress für 2 Tage 25,43 25,84 25,51 25,59  0,217 3,89 14,83/ - 
+ Stress für 3 Tage 24,06 24,00 23,85 23,97  0,108 5,51 45,57/ 7,21
+ Stress für 4 Tage 23,62 23,56 23,52 23,57  0,050 5,91 60,13/ 9,51

Tab. 3.7: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch für das rpoS-Gen von 
Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien, 
unbehandelten Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten 
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen 
Bakterien. IF2: IF im Vergleich zu adhärenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine 
Induktion messbar.
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B) Mischkultur 
Zusätzlich zu den Versuchen mit adhärenten Reinkulturen wurden Genexpressions- 

analysen des rpoS-Gens bei adhärenten Mischkulturen durchgeführt, da es sich in 

natürlichen Habitaten bei Biofilmen um den Verband verschiedenster Bakterien handelt. 

Dazu wurden Biofilme mit Pseudomonas aeruginosa und einer natürlichen Mischpopulation 

aus dem Ablauf der Kläranlage in Neureut über 7 Tage auf Glasplatten im Vollmedium 

angezogen und dann osmotischem Stress (0,5 M Salzlösung) oder Oligotrophie 

(Leitungswasser) ausgesetzt. Um ausreichend Biomasse für eine RNA-Isolation und 

anschließender quantitativer PCR für das rpoS-Gen zur Verfügung zu haben, wurden etwa 

600 mal mehr Pseudomonaden als Abwasserbakterien eingesetzt. Dazu wurde die Anzahl 

der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) der Abwasserbakterien sowie der Pseudomonaden 

vorher bestimmt. Analog zu den Versuchen mit Reinkulturen wurden Proben der 

planktonischen Zellen, unbehandelter Biofilme und der stressbehandelten Biofilme 

entnommen, die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe der reversen Transkriptase sowie den 

random hexamer Primer in cDNA umgeschrieben. 10 ng dieser cDNA wurde mittels 

quantitativer PCR und den spezifischen Primern für das rpoS-Gen von Pseudomonas 

aeruginosa (siehe Tabelle 3.1) näher untersucht. Für die Untersuchung des konstitutiv 

exprimierten Referenzgens wurden die Primer Pa23FP und Pa23RPb (siehe Tabelle 3.1) 

verwendet. Diese sind spezifisch für Pseudomonas aeruginosa und erfassen somit die 

Genexpression der natürlichen Mischpopulation nicht. Aufgrund der geringen Biomasse 

konnte bei osmotischem Stress lediglich eine Doppelbestimmung durchgeführt werden. 

In Tabelle 3.8 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen von rpoS bei adhärenten 

Mischkulturen dargestellt. 

Es war eine Induktion des rpoS-Gens im Vergleich zu planktonischen Bakterien mit einem 

Faktor um 4 bzw. 6 erkennbar, da die Ct-Werte von 29,45 auf 27,46 bzw. von 33,11 auf 

30,45 abnahmen. 

Bei osmotischem Stress wurde das untersuchte Gen weiterhin induziert. Die Ct-Werte fielen 

auf 21,11, das bedeutete die Induktion stieg auf einen Faktor von 324 nach 2 Tagen 

Inkubation an. Danach wurde die Expression von rpoS wieder schwächer. Im Gegensatz zu 

den adhärenten Reinkulturen war eine verstärkte Expression am 2. Tag der Behandlung 

erkennbar, die nach 4 Tagen deutlich zurückging. Betrachtet man die Induktionsfaktoren der 

adhärenten, unbehandelten Mischkulturen mit der behandelten (IF2), so wurde das rpoS-

Gen um den Faktor 82 induziert, was aus der Abnahme der Ct-Werte von 27,46 auf 21,11 

am 2. Tag ermittelt werden konnte.

Beim Vergleich der planktonischen Bakterien mit den durch Hungerstress behandelten, 

adhärenten Mischkulturen wurde ein Induktionsfaktor von 49 aus der Abnahme der Ct-Werte 
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von 33,11 auf 27,51 nach zweitägiger Inkubation berechnet. Danach nahm die Expression 

von rpoS wieder ab. Vergleicht man die adhärenten Mischkulturen mit den durch 

Hungerstress behandelten (IF2), so kam es zu einer Induktion des rpoS-Gens um den Faktor 

8, da die Ct-Werte von 30,45 auf 27,51 sanken. Die ermittelten Werte waren mit der 

Expression adhärenter Reinkulturen vergleichbar, allerdings stieg hier die Induktion mit 

zunehmender Inkubationszeit an. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die Expression des rpoS-Gens von 

Pseudomonas aeruginosa in einer adhärenten Mischkultur im Vergleich zu einer adhärenten 

Reinkultur bei Oligotrophie nicht änderte (Reinkultur: Induktionsfaktor 10, Mischkultur: 

Induktionsfaktor 8), wenn man die unbehandelten und die Stress-behandelten Biofilmen 

betrachtet. Bei der Analyse des Gens bei osmotischem Stress wurde eine verstärkte rpoS-

Expression bei Mischkulturen beobachtet. Bei Reinkulturen wurde keine Induktion 

gemessen, während es bei einer Mischkultur zu einer Induktion um den Faktor 82 kam. 

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF1/ IF2 
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Plankton. Bakterien  29,29 29,61  29,45  0,226  

     
Biofilm (7 Tage alt)  27,69 27,22  27,46  0,332 1,99  3,97 
+ Stress für 2 Tage  21,00 21,21  21,11  0,148 8,34  324,03/ 81,57
+ Stress  für 3 Tage  22,94 22,97  22,96  0,021 6,49  89,88/ 22,63 
+ Stress für 4 Tage  23,03 22,67  22,85  0,255 6,6  97,01/ 24,42 

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF1/ IF2 
Leitungswasser (Oligotrophie) 
Plankton. Bakterien 33,52 33,05 32,77 33,11  0,379  

      
Biofilm (7 Tage alt) 31,52 30,52 30,32 30,45  0,643 2,66 6,32
+ Stress für 2 Tage 27,78 27,49 27,25 27,51  0,265 5,60 48,50/ 7,67
+ Stress für 3 Tage 28,85 28,60 28,41 28,62  0,221 4,49 22,47/ 3,56
+ Stress für 4 Tage 30,22 29,98 29,67 29,96  0,276 3,15 8,88/ - 

Tab. 3.8: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch für das rpoS-Gen von 
Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien, 
unbehandelten Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten 
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen 
Bakterien. IF2: IF im Vergleich zu adhärenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine 
Induktion messbar.
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Escherichia coli 

A) Reinkultur 
In Tabelle 3.9 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen des bei der Biofilm- und 

EPS-Synthese beteiligten rcsA-Gens bei adhärenten Escherichia coli-Reinkulturen 

dargestellt. Eine Untersuchung von Mischkulturen war im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr 

möglich.

Wie bei dem rpoS-Gen von Pseudomonas aeruginosa war auch bei Escherichia coli eine 

Induktion des rcsA-Gens bei der Biofilmbildung erkennbar, dessen Faktor bei 6 lag.  

Durch osmotischen Stress kam es zu einer Verstärkung der Induktion bis zu einem Faktor 

von 399 nach 4 Tagen Inkubation, da die Ct-Werte weiter auf 21,46 fielen. Beim Vergleich 

des unbehandelten Biofilms mit „gestressten“ adhärenten Bakterien (IF2) lag die Induktion 

bei einem Faktor von 68, da die Ct-Werte von 27,43 auf 21,46 abnahmen. 

Bei Oligotrophie ließ sich eine Induktion um den Faktor 36 berechnen, die Ct-Werte sanken 

von 28,61 auf 24,43 am 4. Tag um einen Ct-Wert von 5,18 ab. Beim Vergleich der 

unbehandelten, adhärenten Bakterien mit den in Leitungswasser inkubierten Biofilmen (IF2) 

zeigte sich eine Induktion des rcsA-Gens um den Faktor 3, der sich aus der  Abnahme der 

Ct-Werte von 25,95 auf 24,43 um 1,52 errechnen ließ. 

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF1/ IF2 
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Plankton. Bakterien 30,43 30,03 29,85 30,10 0,297  

      
Biofilm (7 Tage alt) 27,75 27,32 27,22 27,43 0,282 2,67 6,36
+ Stress für 2 Tage 23,81 23,19 22,93 23,31 0,452 6,79 110,66/17,39
+ Stress für 3 Tage 25,28 24,68 25,00 24,99 0,300 5,11 34,54/ 5,43 
+ Stress für 4 Tage 21,29 21,76 21,34 21,46 0,258 8,64 398,93/68,12
Leitungswasser (Oligotrophie) 
Plankton. Bakterien 28,70 28,60 28,53 28,61  0,085  

      
Biofilm (7 Tage alt) 26,12 25,87 25,85 25,95  0,150 2,66 6,32
+ Stress für 2 Tage 27,88 28,03 28,16 28,02  0,140 0,59 1,51/ - 
+ Stress für 3 Tage 27,87 27,79 27,68 27,78  0,095 0,83 1,78/ - 
+ Stress für 4 Tage 24,48 24,36 24,45 24,43  0,062 4,18 18,13/ - 

Tab. 3.9: Quantitative PCR mit dem Primer/Probe- System spezifisch für das rcsA-Gen von 
Escherichia coli. Die Expression wurde bei planktonischen Bakterien, unbehandelten 
Biofilmen nach verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten untersucht. MW: 
Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. IF1: IF im Vergleich zu planktonischen Bakterien. IF2: IF im 
Vergleich zu adhärenten Zellen. SD: Standardabweichung. -: keine Induktion messbar.  
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Vergleicht man die Expression von rcsA bei planktonischen mit der adhärenter Bakterien ist 

der Induktionsfaktor bei osmotischem Stress um den Faktor 3,6 bei Biofilmpopulationen 

erhöht (planktonische Escherichia coli: Induktionsfaktor 19, adhärente Escherichia coli:

Induktionsfaktor 68). Bei Oligotrophie hingegen ist der Induktionsfaktor bei planktonischen 

Bakterien um den Faktor 4,3 höher als bei adhärenten Bakterien (planktonische Escherichia 

coli: Induktionsfaktor 13, adhärente Escherichia coli: Induktionsfaktor 3). 

Auch bei den Untersuchungen des rcsA-Gens von Escherichia coli war die Schutzfunktion 

eines Biofilms bei Oligotrophie erkennbar (planktonische Bakterien: Induktionsfaktor 13 (vgl. 

Kapitel 3.3.1), adhärente Bakterien: Induktionsfaktor: 3). Bei osmotischem Stress allerdings 

konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden.  

Zusammenfassend sind in den Abbildung 3.14 bzw. 3.15 die Ergebnisse der 

Genexpressionsanalysen der speziesspezifischen Gensysteme bei planktonischen bzw. 

adhärenten Bakterien gezeigt. Angegeben ist die Höhe der jeweiligen Induktion- oder 

Repressionsfaktoren.

In Abbildung 3.14 ist deutlich erkennbar, dass der Sigmafaktor rpoS von Pseudomonas 

aeruginosa, der als Masterregulator der generellen Stressantwort gilt, bei allen 

Stressparametern induziert wurde. Der an der Biofilmbildung und EPS-Synthese beteiligte 

Faktor des Rcs-Signalwegs, rcsA, zeigte ebenfalls bei den verwendeten Stressfaktoren eine 

Induktion. Bei den Gram-positiven Bakterien wurde das pbp5 (Penicillin-bindendes Protein)-

Gen, welches bei der Peptidoglykansynthese eine Rolle spielt, bei osmotischem Stress und 

bei Oligotrophie reprimiert. In der stationären Phase lag bei Enterococcus faecalis eine 

Repression vor, während es bei Enterococcus faecium zu einer Induktion des untersuchten 

Gens kam. 
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Vergleich der Expression bei 
planktonischen und adhärenten Bakterien
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Abbildung 3.15 zeigt, dass sowohl das rpoS-Gen als auch das rcsA-Gen bei der 

Biofilmbildung induziert wurden. Sowohl bei Pseudomonas aeruginosa-Reinkulturen als auch 

bei Escherichia coli-Reinkulturen war bei Oligotrophie die Schutzfunktion eines Biofilms 

anhand der höheren Induktionsfaktoren bei planktonischen Bakterien erkennbar.  

P. aeruginosa rpoS           E. coli rcsA 

    BB     NaCl       LW         BB          NaCl         LW 

    rpoS      rcsA  pbp5               pbp5 

P. aeruginosa           E. coli             E. faecium          E. faecalis

Abb. 3.14: Genexpressionsanalysen bei planktonischen Bakterien während verschiedener 
Behandlungen und in der stationären Phase. 
    : stationäre Phase;      : osmotischer Stress;     : Oligotrophie.

Abb. 3.15: Genexpressionsanalysen bei planktonischen und adhärenten Bakterien während 
verschiedener Behandlungen und in der stationären Phase. BB: Biofilmbildung. NaCl: 
osmotischer Stress. LW: Oligotrophie. 
     : planktonische Bakterien;     : adhärente Bakterien (Reinkultur);    : adhärente Bakterien 
(Mischkultur). 
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3.5 Untersuchung des universellen Stressgens bei Referenzbakterien

Die Untersuchung von Genen der universellen Stressprotein (Usp)-Familie wurde bei den 

Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli sowie bei dem 

Gram-positiven Bakterium Enterococcus faecalis durchgeführt. Ziel dieser Analysen war 

einen allgemeinen Stressmarker zu finden, der nicht spezifisch für ein bestimmtes Bakterium 

ist, sondern bei unterschiedlichen Mikroorganismen zur Unterscheidung von 

Stresszuständen verwendet werden kann. 

 Die Superfamilie der Usp-Proteine, bestehend aus einer konservierten Proteingruppe, 

kommt sowohl in Bakterien und Archaeen als auch in Eukaryonten vor (Kvint et al. 

2003). Viele Organismen besitzen dabei ein ganzes Repertoire an Usp-Proteinen. 

Untersuchungen zeigten, dass das uspA-Gen bei Escherichia coli eine wichtige Rolle 

bei Stressexposition spielt (Gustavsson et al. 2002; Nyström und Neidhardt 1994 und 

1992). Auch bei anderen Organismen, wie Pseudomonas aeruginosa und 

Enterococcus faecalis, sind usp- oder usp-homologe Gene beschrieben worden.  

Untersuchte usp-homologe Gensysteme

- mögliches universelles Stressgen (PLES_20451) bei Pseudomonas aeruginosa

- uspA bei Escherichia coli

- mögliche universelle Stressgene bei Enterococcus faecalis

- EF1982 

- EF1058 

- EF3035        

- EF1048 

Die Sequenzen der möglichen universellen Stressgene von Pseudomonas aeruginosa und 

Enterococcus faecalis als auch des uspA-Gens von Escherichia coli wurden aus der NCBI- 

Datenbank entnommen und anhand dieser die Primer und Sonden berechnet und erprobt 

(siehe Tabelle 3.10). Sämtliche Primer wurden in dieser Arbeit erstellt, mit Ausnahme der 

Primer für die 16S rRNA von Eubakterien und der Primer für die 23S rRNA von 

Enterokokken. 

Die untersuchten Gene von Pseudomonas aeruginosa und Enterococcus faecalis wurden 

anhand von Homologien der Proteinsequenz identifiziert (siehe Kapitel 7), wobei die Aufgabe 

und Regulation der Gene in vivo bisher nicht geklärt werden konnte. 
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Tab. 3.10: Primersequenzen für die quantitative PCR. 

Primer Zielgen Nukleotidsequenz (5’    3’) Bakterium
PauspF AGGCATCCAGGCGTTCAC 
PauspR TGGACCTGTCGATGTTGCA 
PauspP

usp
(PLES_20451) 6-FAM-CCTGGTCGAACTGC-TAMRA P. aeruginosa 

EcuspaF TGCACTGACCGAGCTTTC 
EcuspaR uspA TGCCGCTCAGGGTTTCA E. coli 
EfuspF GAAGCAATGTCAATGGCAAAAG 
EfuspR Usp (EF1982) GTCCCATATCCACCGCTTGT E. faecalis 
EfuspF1 GGCAAGAACAGTTGGCGAAA 
EfuspR1 usp (EF1058) ATTCGCTAACGCTTCTTGTTGAT E. faecalis 
EfuspF2 GACGAGCAACCTCAATTGCA 
EfuspR2 usp (EF3035) CGGCGTAGACGGTAGTGATCA E. faecalis 
EfuspF3 AGGCAAAACAAGCGAGTGAAA 
EfuspR3 usp (EF1084) GGGCTCCCAAGCTCAACA E. faecalis 
EUB 338F GATCAGCCACACTGGGACTGA
EUB 338R TCAGGCTTGCGCCCATT 

EUB 338P 16S rRNA 
6-FAM-TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG-
TAMRA

für
Eubakterien 

ECST784F AGAAATTCCAAACGAACTTG 
ENC854R 23S rRNA CAGTGCTCTACCTCCATCATT 

für
Enterokokken 

Quantitative Bestimmung der usp-mRNA
Für die Untersuchung der usp-mRNA mit Hilfe der quantitativen PCR wurde für 

Pseudomonas aeruginosa ein spezifisches Primer/Probe-System verwendet. Für Escherichia 

coli und Enterococcus faecalis wurden die Untersuchungen mit spezifischen Primer- 

Systemen und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I durchgeführt. Für die 

Expressionsbestimmung der konstitutiv exprimierten Referenzgene zur Normalisierung der 

Expression wurde bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli das EUB338- 

Gensystem verwendet, bei Enterococcus faecalis die Primer ECST784F und ENC 854R 

(siehe Tabelle 3.10).

Es wurden 100-1000 ng Gesamt-RNA, je nach der zu Verfügung stehenden Menge der 

zuvor isolierten RNA, mit den kommerziell erhältlichen random hexamer Primern und der 

reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und die Expression mittels der quantitativen 

PCR ermittelt. Zur Quantifizierung der usp-Gene wurden bei Pseudomonas aeruginosa

jeweils 20 ng cDNA, bei Escherichia coli 2 ng cDNA und bei Enterococcus faecalis jeweils 

10 ng der cDNA eingesetzt. Für alle zu untersuchenden Gene wurde eine 

Dreifachbestimmung durchgeführt. 

Die Expression der usp-Gene wurde nach Behandlung mit einer 0,5 M Salzlösung 

(osmotischer Stress) oder mit Leitungswasser (Oligotrophie) gemessen. Des Weiteren wurde 

die Expression in der exponentiellen mit der der stationären Phase verglichen.  
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Angegeben sind jeweils die Ct-Werte mit Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD), die 

errechneten Ct-Werte sowie die Induktions-(IF) und Repressionsfaktoren (RF). Tabelle 3.11 

zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen bei Pseudomonas aeruginosa, Tabelle 

3.12 bei Escherichia coli und die Tabellen 3.13- 3.16 bei Enterococcus faecalis.

3.5.1 Expression eines usp-homologen Gens bei Pseudomonas aeruginosa

In Tabelle 3.11 sind die Ergebnisse der Expressionsanalysen eines usp-homologen Gens 

(PLES_20451) von Pseudomonas aeruginosa dargestellt.  

Bei osmotischem Stress wurde eine Induktion des usp-homologen Gens um den Faktor 55 

nach 4 Tagen Inkubationsdauer festgestellt, da es zu einer Abnahme der Ct-Werte von 29,77 

bei der Kontrolle auf 24,00 am 4. Behandlungstag kam. Am 5. Tag stiegen die Werte wieder 

auf 28,82 an. 

Während der Inkubation in nährstoffarmem Leitungswasser wurde ebenfalls eine Induktion 

von PLES_20451 ermittelt. Die Ct-Werte nahmen innerhalb einer Inkubationszeit von 5 

Tagen von 26,85 auf 23,19 ab. Der höchste Ct-Wert lag bei 3,66, aus dem sich eine 

Induktion um den Faktor 13 errechnen ließ.  

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 29,68 30,00 29,64 29,77  0,197  
3 Tage 25,62 25,71 25,59 25,64  0,062 4,13 17,51
4 Tage 24,12 23,98 23,91 24,00  0,107 5,77 54,57
5 Tage 28,88 28,93 28,65 28,82  0,149 0,95 1,93
Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 26,92 26,77 26,85 26,85  0,075  
3 Tage 25,26 25,16 25,14 25,19  0,064 1,66 3,16
4 Tage 23,14 23,19 22,86 23,06  0,178 3,79 13,83
5 Tage 23,41 23,23 22,94 23,19  0,237 3,66 12,64
Optische Dichte (OD600)
0,2 31,14 30,97 30,85 30,99  0,146  
1,3 28,79 28,53 28,70 28,67  0,132 2,32 4,99

Tab. 3.11: Quantitative PCR mit einem Primer/Probe-System spezifisch für ein usp-
homologes Gen (PLES_20451) von Pseudomonas aeruginosa. Die Expression wurde bei 
verschiedenen Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten 
untersucht. MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung. 
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Bei der Entnahme der Bakterien während unterschiedlicher bakterieller Dichte kam es zu 

einer verstärkten Expression des untersuchten Gens. Die Ct-Werte sanken von 30,99 bei 

einer optischen Dichte von 0,2 (exponentielle Phase) auf 28,67 bei der Entnahme der 

Bakterien in der stationären Wachstumsphase (OD600: 1,3). Daraus ergab sich ein Ct-Wert

von 2,32 und eine Induktion des untersuchten Gens in der stationären Phase bei 

Pseudomonas aeruginosa um den Faktor 5. Die Expression des usp-homologen Gens bei 

Pseudomonas aeruginosa war abhängig vom Zellwachstum.  

3.5.2 Expression des uspA-Gens bei Escherichia coli

Tabelle 3.12 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalysen des uspA-Gens von Escherichia 

coli.

Bei osmotischen Änderungen lag eine Induktion des uspA-Gens vor, die sich aus der 

kontinuierlichen Abnahme der Ct-Werte von 28,54 auf 24,94 erkennen ließ.  

Ct-Werte MW Ct SD Ct IF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 28,74 28,31 28,57 28,54  0,217  
3 Tage 26,96 26,47 26,46 26,63  0,286 1,91 3,76
4 Tage 26,97 26,74 26,39 26,70  0,292 1,84 3,58
5 Tage 25,05 24,92 24,84 24,94  0,106 3,60 12,13

              
Ct-Werte MW Ct  SD Ct RF

Leitungswasser (Oligotrophie) 
Kontrolle 27,50 27,25 27,15 27,30  0,180  
3 Tage 28,82 28,56 28,37 28,58  0,226 -1,28 2,43
4 Tage 31,11 31,24 30,73 30,03  0,265 -3,73 13,27
5 Tage 28,78 28,09 28,26 28,38  0,359 -1,08 2,11

              
Ct-Werte MW Ct SD Ct IF

Optische Dichte (OD600)
0,1 28,43 28,19 28,23 28,28  0,129  
2,6 26,88 26,58 26,32 26,59  0,280 1,69 3,23

Tab. 3.12: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch für das uspA-Gen von 
Escherichia coli. Die Expression wurde bei verschiedenen Behandlungen und 
Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. MW: Mittelwert. RF: 
Repressionsfaktor. IF: Induktionsfaktor. SD: Standardabweichung. 
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Die Induktion war am 5. Tag mit einem Faktor von 12 am höchsten. Bei Oligotrophie 

hingegen wurde das untersuchte Gen reprimiert. Die Ct-Werte stiegen bei der Kontrolle von 

27,30 auf 30,03 nach einer Inkubation von 4 Tagen an, danach fielen die Werte wieder auf 

28,38 ab. Mit Hilfe der Berechnung des Ct-Wert und der Formel 2 Ct wurde eine Repression 

um den Faktor 13 am 4. Tag ermittelt. Dies steht im Gegensatz zur Expression des rcsA-

Gens, das bei Oligotrophie eine Induktion zeigte. Bei der Messung der uspA-Expression bei 

unterschiedlichen Bakteriendichten von Escherichia coli nahm der Ct-Wert von 28,28 bei 

einer OD600 von 0,1 auf 26,59 bei einer OD600 von 2,6 ab. Die gemessene Induktion des 

uspA-Gens in der stationären Phase, mit einem Ct-Wert von 1,69, lag bei einem Faktor von 

3. Somit war die Expression des uspA-Gens bei Escherichia coli, wie bei Pseudomonas 

aeruginosa, wachstumsabhängig.  

3.5.3 Expression usp-homologer Gene bei Enterococcus faecalis

In den Tabellen 3.13 (EF1982), 3.14 (EF1058), 3.15 (EF3035) und 3.16 (EF1084) sind die 

Ergebnisse der Expressionsanalysen mehrerer usp-homologer Gene von Enterococcus 

faecalis dargestellt.  

Osmotischer Stress: 

Osmotische Änderungen im Medium führten bei allen untersuchten Genen zu einer 

Repression am 3. Behandlungstag.  

Die Ct-Werte des usp-homologen Gens EF1982 nahmen von 17,77 auf 20,14 am 3. 

Behandlungstag zu, danach sanken die Werte wieder auf 20,14 ab. Es lag eine Repression 

von EF1982 um den Faktor 25 vor, was einem Ct-Werte von 4,67 entspricht. Beim Gen 

EF1058 war eine Zunahme der Ct-Werte von 18,65 auf 23,61 am 3. Behandlungstag 

messbar, ab Tag 4 kam es zu einem Abfall der Werte auf 21,07. Der Ct-Wert lag bei 4,96, 

aus dem sich mit 2 Ct eine Repression um den Faktor 31 berechnen ließ. Die 

Untersuchungen des Gen EF3035 führten zu steigenden Ct-Werte von 21,79 auf 26,44 und 

einer daraus ermittelten Repression um den Faktor 25. Bei dem usp-homologen Gen 

EF1084 (siehe Tabelle 3.16) kam es zu einer Repression um den Faktor 17. Bei allen 

untersuchten Genen konnten vergleichbare Repressionsfaktoren ermittelt werden. 

Oligotrophie:

Bei Inkubation in Leitungswasser wurde, anlog zu den Ergebnissen bei osmotischem Stress, 

bei allen 4 usp-homologen Genen eine Repression nach 4 Tagen festgestellt. 
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Bei dem Gen EF1982 nahmen die Ct-Werte bei der Kontrolle von 19,48 auf 26,35 nach einer 

Inkubationszeit von 4 Tagen zu. Am 5. Tag sanken die Werte auf 25,61. Es konnte eine 

Repression um den Faktor 117 berechnet werden. Die Ct-Werte bei Hungerstress nahmen 

bei dem Gen EF1058 ebenfalls bis zu einer Inkubation von 4 Tagen um einen Ct-Wert 6,86 

zu und sanken am 5. Tag wieder ab. Es wurde eine Repression des untersuchten Gens um 

den Faktor 116 ermittelt. Die Ergebnisse der quantitativen PCR des Gens EF3035 (siehe 

Tabelle 3.15) lieferten einen Anstieg der Ct-Werte von 22,00 auf 29,54 nach 4 

Inkubationstagen. Daraus ließ sich eine Repression um den Faktor 186 ermitteln. Tabelle 

3.16 zeigt die Ergebnisse des usp-homologen Gens EF1084. Wie bei den anderen 

untersuchten usp-homologen Genen kam es zu einer Repression. Allerdings lagen die Werte 

deutlich höher als bei den zuvor untersuchten Genen. So wurde nach 4 Tagen Inkubation 

eine Repression um den Faktor 1201 gemessen, während die Repression der anderen Gene 

im gleichen Zeitraum etwa um den Faktor 10 schwächer war. Auch zu den anderen 

Entnahmezeitpunkten war die Repression stärker. Nach 3 Tagen wurde ein 

Repressionsfaktor von 605, nach 5 Tagen von 126 ermittelt. Dies entsprach einer stärkeren 

Repression im Vergleich zu den anderen Genen um etwa den Faktor 10 bzw. 2. 

Ct-Werte MW Ct SD Ct RF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 17,94 17,74 17,62 17,77 0,162  
3 Tage 22,53 22,40 22,39 22,44 0,078 -4,67 25,46
4 Tage 21,34 21,30 21,07 21,24 0,146 -3,47 11,08
5 Tage 20,28 20,16 19,98 20,14 0,151 -2,37 5,17

              
Ct-Werte MW Ct   Ct RF

Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 20,57 19,26 18,62 19,48  0,994  
3 Tage 25,31 25,24 25,11 25,22  0,101 -5,74 53,45
4 Tage 26,67 26,29 26,08 26,35  0,299 -6,87 116,97
5 Tage 25,63 25,59 25,61 25,61  0,020 -6,13 70,03

              
Ct-Werte MW Ct  SD Ct IF

Optische Dichte (OD600)
0,2 22,95 22,86 23,08 22,96  0,111  
2,5 17,64 17,59 17,54 17,59  0,050 5,37 41,36

Tab. 3.13: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch für ein usp-homologes Gen 
(EF1982) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen 
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. 
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung. 
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Unterschiedliche Wachstumsphasen: 

Im Gegensatz zu den übrigen untersuchten Stressparametern kam es in der stationären 

Wachstumsphase (OD600: 2,5) von Enterococcus faecalis, die durch eine begrenzte 

Verfügbarkeit von Nährstoffen und einer möglichen Ansammlung toxischer Stoffe 

gekennzeichnet sein kann, zu einer Induktion der 4 usp-homologen Gene.

Bei dem Gen EF1982 wurde eine Induktion um den Faktor 41 festgestellt, da die Ct-Werte 

von 22,96 auf 17,59 sanken. Beim Vergleich der exponentiellen und der stationären Phase 

bei dem Gen EF1058 fielen die Ct-Werte von 28,07 (OD600: 0,2) auf 22,78 (OD600: 2,5),

daraus wurde, mit einem Ct-Wert von 5,29, eine Induktion um den Faktor 39 errechnet. Bei 

dem Gen EF3035 sanken die Ct-Werte ebenfalls. Es kam zu einer Abnahme um 4,37 von 

25,58 auf 21,21 beim Vergleich der exponentiellen mit der stationären Wachstumsphase. 

Hier lag der Induktionsfaktor bei 21. Die Ct-Werte bei der Expressionsmessung des Gens 

EF1084 (siehe Tabelle 3.16) sanken von 37,86 auf 30,24. Dies ergab einen Ct-Wert von 

7,62, aus dem sich ein Induktionsfaktor von 197 errechnen ließ, der um etwa den Faktor 6 

höher war als bei den übrigen usp-homologen Genen.  

Ct-Werte MW Ct SD Ct RF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 18,68 18,58 18,69 18,65  0,061  
3 Tage 23,78 23,67 23,38 23,61  0,207 -4,96 31,12
4 Tage 22,57 22,50 22,08 22,38  0,265 -3,73 13,27
5 Tage 21,21 21,24 20,76 21,07  0,269 -2,42 5,35

            
Ct-Werte MW Ct   Ct RF

Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 22,95 22,89 22,86 22,90  0,046  
3 Tage 29,30 29,55 29,30 29,38  0,144 -6,48 89,26
4 Tage 29,68 29,77 29,82 29,76  0,071 -6,86 116,16
5 Tage 28,11 28,43 28,34 28,29  0,165 -5,39 41,93

            
Ct-Werte MW Ct SD Ct IF

Optische Dichte (OD600)
0,2 28,02 28,14 28,04 28,07  0,064  
2,5 22,73 22,81 22,79 22,78  0,042 5,29 39,12

Tab. 3.14: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch für ein usp-homologes Gen 
(EF1058) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen 
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. 
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass es bei allen vier untersuchten usp-homologen Genen 

(EF1982, EF1058, EF3035 und EF 1084) von Enterococcus faecalis zu einer Repression bei 

osmotischem Stress sowie bei Oligotrophie kam. In der stationären Phase wurde eine 

Induktion der Gene ermittelt, was bedeutet, dass bei allen vier Genen die Expression 

wachstumsabhängig war. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es sich bei den 

untersuchten Genen um Faktoren handelt, deren Expression von Stress beeinflusst wird. Die 

gemessenen Induktionen und Repressionen waren bei allen vier Genen vergleichbar, auch 

wenn sie bei dem usp-homologen Gen EF1084 während der Inkubation in Leitungswasser 

und in der stationären Wachstumsphase deutlich stärker ausgeprägt waren.  

Ct- Werte MW Ct SD Ct RF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 22,03 21,80 21,56 21,79  0,235  
3 Tage 26,49 26,50 26,33 26,44  0,095 -4,65 25,11
4 Tage 25,26 25,23 24,95 25,15  0,171 -3,36 10,27
5 Tage 24,32 23,99 24,07 24,13  0,172 -2,34 5,06

              
Ct-Werte MW Ct   Ct RF

Leitungswasser (Oligotrophie)
Kontrolle 22,14 21,94 21,93 22,00  0,118  
3 Tage 28,17 27,47 27,41 27,68  0,423 -5,68 51,27
4 Tage 29,74 29,60 29,28 29,54  0,236 -7,54 186,11
5 Tage 28,45 28,27 28,21 28,31  0,125 -6,31 79,34

              
Ct-Werte MW Ct SD  Ct IF

Optische Dichte (OD600)
0,2 25,68 25,58 25,49 25,58  0,095  
2,5 21,23 21,18 21,23 21,21  0,029 4,37 20,68

Tab. 3.15: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch für ein usp-homologes Gen 
(EF3035) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen 
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. 
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung.  
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Ct-Werte MW Ct SD Ct RF
0,5 M NaCl-Lösung (osmotischer Stress) 
Kontrolle 19,03 19,10 19,07  0,035  
3 Tage 23,16 23,20 23,18  0,020 -4,11 17,27
4 Tage 22,10 21,68 21,89  0,210 -2,82 7,06
5 Tage 21,35 21,38 21,37  0,015 -2,30 4,92

          
Ct-Werte MW Ct   Ct RF

Leitungswasser (Oligotrophie) 
Kontrolle 18,64 18,31 18,48 0,165  
3 Tage 27,62 27,82 27,72 0,100 -9,24 604,67
4 Tage 28,60 28,81 28,71 0,105 -10,23 1200,98
5 Tage 25,29 25,62 25,46 0,165 -6,98 126,24

          
Ct-Werte MW Ct SD Ct IF

Optische Dichte (OD600)
0,2 38,05 37,66 37,86  0,195  
2,5 30,33 30,15 30,24  0,090 7,62 196,72

Tab. 3.16: Quantitative PCR mit einem Primer-System spezifisch für ein usp-homologes Gen 
(EF1084) von Enterococcus faecalis. Die Expression wurde bei verschiedenen 
Behandlungen und Inkubationszeiten sowie bei unterschiedlichen OD-Werten untersucht. 
MW: Mittelwert. IF: Induktionsfaktor. RF: Repressionsfaktor. SD: Standardabweichung. 
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5’ 3’ RNA

3’ 5’ cDNA

3’ 5’ cDNA
Adapter

Adapter

3.6 Ansatz zur Identifizierung neuer Stressmuster  

Im Folgenden wurden Versuche durchgeführt, um die Anpassungsstrategien der Bakterien 

an Stress auf eine unspezifische, das heißt nicht Gen-spezifische, Art und Weise zu 

beschreiben. Im Vorfeld wurden die Genexpressionsanalysen mit Hilfe der quantitativen PCR 

und Nothern Blot-Verfahren durchgeführt, um Änderungen in der Expression von 

bestimmten, speziesspezifischen und möglichen universellen Stressgenen festzustellen. Die 

im folgenden beschriebenen Versuche dienten zur Analyse von Stressmustern auf DNA- und 

RNA-Ebene bei verschiedenen Bakterien, da sich die meisten Untersuchungen bis heute 

ausschließlich mit einer gezielten Stressform und ihrer Auswirkung auf eine bestimmte 

Bakterienspezies beschäftigen. 

Dafür wurden die Bakterien wieder mit Leitungswasser (Oligotrophie) oder einer 0,5 M 

Salzlösung (osmotischer Stress) behandelt, die Gesamt-RNA bzw. DNA aus 1 mL 

Bakteriensuspension isoliert und photometrisch quantifiziert. Die Gesamt-RNA wurde mittels 

den random hexamer Primern unspezifisch in cDNA umgeschrieben, diese mit Hilfe 

unterschiedlicher Methoden amplifiziert, gelelektrophoretisch getrennt und die entstandenen 

Bandenmuster analysiert. Idealerweise entspricht jede Bande genau einem amplifizierten 

Nukleinsäure-Molekül. Jeweils eine Bande im Polyacrylamidgel repräsentiert somit ein Gen, 

und dies könnte als Fingerprint-Technik eingesetzt werden. Die Schwierigkeit bei der 

Amplifikation von prokaryotischer RNA besteht allerdings darin, dass sie im Gegensatz zu 

eukaryotischer RNA kein PolyA-Ende besitzt und folglich keine Kenntnis der Sequenz 

vorliegt.

Aus diesem Grund wurden zum einen Adapter an die RNA und die daraus entstehende 

cDNA angebunden (siehe Abbildung 3.16), andererseits kamen sowohl degenerierte als 

auch unspezifisch bindende Primer zum Einsatz (siehe Abbildung 3.17). Diese Methoden 

bilden die Grundlage für eine schnelle und effektive RNA-Amplifikation und somit für 

Hochdurchsatz-Analysen.

Abb. 3.16: Amplifikation von cDNA. Verwendung externer Primer/ Adapter. 
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Shine Dalgarno Sequenz

5’ 3’ RNA

3’ 5’TCCTCC cDNA

degenerierter Primer 

unspezifisch bindender Primer 

AGGAGG 

Abb. 3.17: Amplifikation von cDNA. Verwendung von internen Primern. 

Die für die folgenden Versuche verwendeten Primer für die Amplifikation der cDNA wurden in 

dieser Arbeit erstellt, mit Ausnahme der random hexamer Primern. 

Tab. 3.17: Primersequenzen.

3.6.1 Amplifikation durch Adapter 

Abbildung 3.18 gibt einen schematischen Überblick über das Anbinden von Adaptern zur 

Amplifikation der Gesamt-cDNA.                              

In einem ersten Syntheseschritt wurde an das 3’-Ende der RNA mittels der Enzyme 

Terminale Transferase oder der T4 RNA Ligase eine Poly(A)-Sequenz angehängt und 

anschließend die RNA mit einem PolyT-Primer in cDNA umgeschrieben. Danach wurde an 

das 3’-Ende der cDNA durch das Enzym T4 RNA Ligase ein Primer (RNAlig) angebunden, 

der am 5’-Ende ein Phosphatrest und am 3’-Ende ein Propandiol trägt, welches dafür 

verantwortlich war, dass an dieses Ende kein weiterer Primer binden konnte. Mit Hilfe der 

jeweils komplementären Primer (RNAampli und PolyT) (siehe Tabelle 3.17) konnte die cDNA 

amplifiziert und elektrophoretisch aufgetrennt werden.  

Primer Nukleotidsequenz (5’    3’) 

RNAampli CGCACGGAGGAGGAGAGTTGTTGTCGAT 
RNAlig ATCGACAACAACTCTCCTCCTCCGTGCG-Propandiol 
Poly-T CGCGCTTTTTTTTT 
Oligo-dA16 AAAAAAAAAAAAAAAA 
SDGC CCAGGAGGCGC 
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung der unspezifischen Amplifikation. 

In Abbildung 3.19 sind die Ergebnisse der Amplifikation dargestellt, bei der als 

Referenznukleinsäure 2000 ng Gesamt-RNA von Pseudomonas aeruginosa verwendet 

wurde, um die Möglichkeit der Amplifikation zu überprüfen. Es konnten nur Amplifikate aus 

dem Transkriptom entstehen, wenn einerseits die Polyadenylierung der RNA erfolgreich 

verlaufen war, da der verwendete Primer für die reverse Transkription nur dann binden 

konnte. Gleichzeitig musste das Oligonukleotid (RNAlig) mittels der T4 RNA Ligase an die 

cDNA angehängt worden sein, da sonst keine komplementären Sequenzen für den 

Vorwärts-Primer RNAampli vorliegen. Die amplifizierten cDNA-Moleküle in Spur 1 und 2 

lieferten die Bestätigung der erfolgreichen 3’Modifikation mit der T4 RNA Ligase und dem 

aktivierten Primer (RNAlig) sowie der Polyadenylierung. In Spur 1 wurde das PCR-Produkt 

aufgetragen, bei dem das Enzym Terminale Transferase und dATPs für die Modifikation der 

RNA verwendet wurden.  

Bei dem PCR-Produkt der Spur 2 kam die T4 RNA Ligase und das Oligo-dA16-Nukleotid 

zum Einsatz. Dieses PCR-Produkt besaß im Gegensatz zum ersten Ansatz mit der 

Terminalen Transferase eine definierte Länge. Durch den direkten Vergleich beider PCR- 

Produkte ließen sich Unterschiede feststellen. Das Bandenmuster nach zweimaliger T4 RNA  

RNA 3'5'

Terminale Transferase und dATPs oder 

T4 RNA Ligase und Oligo-dA16 

AAAAAAAAAAA(A)nA

Reverse Transkription, Poly-T-Primer 

RNA5' 3'

5'RNAlig TTTTTTTTTCGCGC
cDNA

PCR mit RNAampli und PolyT- Primer 

DNA
3'

3'

RNAlig TTTTTTTTTCGCGC
3'
5'

AAAAAAAAAGCGCG 
5'

cDNA3' 5'
TTTTTTTTTCGCGC

RNAampli 

T4 RNA Ligase, RNAlig- Primer 
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500 bp 

M M21

Ligation war distinkter und dadurch besser erkennbar. Die Banden in Spur 1 hingegen waren 

verschwommener und oberhalb von 1000 bp war kaum eine einzelne distinkte Bande zu 

erkennen, da hier viele Banden zu einem einzigen starken Signal verschmolzen. Einzelne 

Banden ließen sich nur in Spur 2 erkennen, da jedes Genprodukt einer bestimmten Länge 

nur gleich lange, flankierte DNAs lieferte und so nur eine Bande erzeugte. 

Somit lieferte diese Verfahrensweise ein eindeutigeres und klarer interpretierbareres 

Ergebnis. Der Vorteil in der Verwendung des Enzyms T4 RNA Ligase lag in der Tatsache, 

dass ein definiertes Oligonukleotid und nicht nur einzelne Nukleotide angehängt werden 

konnten, so dass die Länge des Poly(A)-Endes bekannt war. Andererseits war dies die 

kostspieligere und zeitaufwändigere Alternative, von mindestens 2 Tagen Dauer, während 

ein Versuch mit der Terminalen Transferase innerhalb weniger Stunden abgeschlossen war. 

Aus diesem Grund wurde mit dem Enzym T4 RNA Ligase und einem Oligonukleotid (Oligo-

dA16) für die Modifikation der RNA weitergearbeitet. Für den folgenden Versuch wurde das 

Gram-negative Bakterium Pseudomonas aeruginosa für einen Zeitraum von 5 Tagen 

osmotischem Stress ausgesetzt und für die anschließende Modifikation 2000 ng RNA 

verwendet. Danach wurde eine PCR mit den Primern RNAampli und PolyT durchgeführt und 

anschließend mit der Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.  

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 3.20 dargestellt. Es war deutlich erkennbar, 

dass die Intensität der Bande bei 500 bp mit zunehmender Inkubationszeit in einer 

Salzlösung abnahm, während mehrere Banden zwischen 700 bp und 1500 bp nach einer 

Stressbehandlung erst auftraten.  

Abb. 3.19: Elektrophoretische Auftrennung der modifizierten und amplifizierten 
Nukleinsäuren von Pseudomonas aeruginosa. M: 100 bp-Marker, 1: PCR-Produkt nach 3’ 
Modifikation durch Terminale Transferase/ T4 RNA Ligase, 2: PCR-Produkt nach 
zweimaliger T4 RNA Ligation. 

1000 bp 

100 bp 
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431 2M

500 bp 

100 bp 

Diese Methode scheint sich für die Amplifikation unbekannter Nukleinsäuresequenzen und 

zur Transkriptomanalyse zu eignen. Dabei besteht der Vorteil bei dieser Modifikation in der 

Möglichkeit, Restriktionsschnittstellen in die Adapter einzubauen, was die Grundlage für 

Klonierungen bildet. 

Allerdings waren die Unterschiede zwischen den „gestressten“ und den Kontrollbakterien 

nicht stark vorhanden, so dass eine weitere Möglichkeit für die Unterscheidung 

verschiedener Stresszustände bei Bakterien zur Anwendung kam. 

3.6.2 Amplifikation durch degenerierte und unspezifisch bindende Primer 

Für die Amplifikation der Gesamt-cDNA durch degenerierte und unspezifisch bindende 

Primer wurden 20 ng der cDNA eingesetzt. In diesem Ansatz wurde ein degenerierter Primer 

als Vorwärtsprimer verwendet, der die Sequenz der Shine-Dalgarno-Sequenz aufweist 

(siehe Tabelle 3.17). Die Shine-Dalgarno-Sequenz ist eine purinreiche Region, die sich 

sieben bis neun Nukleotide upstream des AUG-Kodons am 5’-Ende der bakteriellen mRNA 

befindet. Sie wird als Teil der ribosomalen Bindestelle von der 30S Untereinheit des 

Ribosoms erkannt und markiert damit den Startpunkt der Translation. Ihre 

Konsensussequenz, also konservierte Sequenz, lautet AGGAGG. Im Jahr 1974 entdeckten 

J. Shine und L. Dalgarno die Basenpaarung zwischen mRNA und 16S rRNA (Shine und 

Dalgarno 1974). Durch die gleiche Sequenz des Primers mit der Shine-Dalgarno-Sequenz, 

ist dieser in der Lage an alle cDNAs zu binden. Als Rückwärtsprimer wurden die kommerziell 

Abb. 3.20: Elektrophoretische Auftrennung der modifizierten und amplifizierten 
Nukleinsäuren von Pseudomonas aeruginosa während osmotischem Stress bei 
unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: 
nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation. 

1000 bp 
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erhältlichen random hexamer Primer verwendet. Diese wurden auch für die reverse 

Transkription benutzt und sind kurze, unspezifisch bindende Oligonukleotide. Anschließend 

wurde die amplifizierte cDNA mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese ihrer Größe 

nach aufgetrennt.  

Abbildung 3.21 zeigt beispielhaft die Ergebnisse für Enterococcus faecium. Sowohl bei 

osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie ist ein homogenes Bandenmuster erkennbar, 

wenn auch die Banden bei 500 bp und 600 bp sich leicht in ihrer Intensität verändern. Da 

jeweils eine Bande im Polyacrylamidgel ein DNA-Fragment darstellen sollte und jedes Gen 

eine einzige Bande repräsentiert, wurden bei der großen Anzahl einzelner Gene mehr 

Banden als sichtbar erwartet. Diese Methode scheint sich daher mehr zur Selektion als zur 

Identifizierung neuer stressregulierter Gene zu eignen und ist für die angestrebten 

Untersuchungen nicht  optimal. 

.

Für diese Arbeit wurden die sich in der Intensität unterscheidenden Banden dennoch 

sequenziert. Die Sequenzierung der Banden bei 500 bp und 600 bp bei osmotischem Stress 

und der Bande bei 500 bp bei Oligotrophie ergab, dass es sich hierbei um die 23S 

ribosomale RNA (rRNA) handelt. Dies liegt möglicherweise in der Tatsache begründet, dass 

80% der Gesamt-RNA rRNA-Moleküle sind. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde im Vorfeld 

von der Gesamt-RNA mit Hilfe der Capture-Hybridisierungsaufreinigung nach Pang die 

ribosomale RNA entfernt. Die so erhaltene mRNA wurde in cDNA umgeschrieben und 20 ng 

dieser cDNA erneut mit den oben genannten Primern amplifiziert und elektrophoretisch 

Abb. 3.21: Elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten cDNA von Enterococcus 
faecium während osmotischem Stress oder Oligotrophie bei unterschiedlichen 
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1/ 5: Kontrolle, 2/ 6: nach 3 Tagen, 3/ 7: nach 4 Tagen, 
4/ 8: nach 5 Tagen Inkubation. 

Osmotischer Stress  

M       1       2        3       4       5       6       7        8 

Oligotrophie
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aufgetrennt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.22 exemplarisch für Enterococcus faecium

bei osmotischem Stress dargestellt. 

Es ist erkennbar, dass die Banden generell im Vergleich zu Abbildung 3.21 schwächer 

ausgeprägt waren. Das Muster unterschied sich allerdings nicht wesentlich. Auch hier 

wurden beispielhaft Banden sequenziert, um die Reinheit der amplifizierten cDNA zu 

überprüfen. Es stellte sich heraus, dass es sich hierbei ebenfalls um ribosomale RNA 

handelte, was für eine unvollständige Aufreinigung spricht.  

Ribosomale RNA dient nicht wie die mRNA als ein zur Translation bestimmtes Transkript 

exprimierter Gensequenzen. Somit eignet sich diese Methode nicht zur Identifizierung 

möglicher neuer stressregulierter Gene, obwohl eigentlich nur eine Amplifikation der mRNA 

durch die Verwendung des Shine-Dalgarno-Primers erwartet wurde. Zusätzlich waren bei 

dieser Art der Amplifikation die Unterschiede der Bandenmuster bei Stress kaum sichtbar.  

Abb. 3.22: Elektrophoretische Auftrennung der aufgereinigten und amplifizierten cDNA von 
Enterococcus faecium während osmotischem Stress bei unterschiedlichen 
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: 
nach 5 Tagen Inkubation. 
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Primer 1 

Primer 4 

Primer 2 

Primer 3

RNA oder DNA 

cDNA oder DNA 

Reverse Transkription bei RNA 

3.7 Muster klonaler Stressresistenz 

Eine zusätzliche Option der unspezifischen Amplifikation von DNA und anschließender 

elektrophoretischer Auftrennung zur Identifikation von Mustern stellt die RAPD-PCR dar.  

Dabei  werden mit Primern, von denen lediglich die Sequenz, nicht deren Bindeort auf der 

DNA bekannt ist, Fragmente unterschiedlicher Größe und Zahl vervielfältigt. Diese Form der 

Polymerase-Ketten-Reaktion wird meist zur molekularen Unterscheidung verschiedener 

Stämme eines bestimmten Bakteriums verwendet (Krüger et al. 2006; Werner et al. 2003), 

allerdings gibt es auch Untersuchungen von Escherichia coli bei Stressexposition (Tamanai-

Shacoori 2006). Entgegen der  üblichen Verwendung von DNA wurde hier zusätzlich cDNA 

als Template benutzt, um mögliche Unterschiede durch Stress auf der Ebene der 

veränderten Genexpression nachweisen zu können und damit Transkriptomanalysen zu 

betreiben. Dazu wurden 4 verschieden kurze, unspezifisch bindende Primer, die aus der 

Literatur entnommen wurden, verwendet (siehe Tabelle 2.3), wobei für jede Amplifikation nur 

ein Primer genutzt wurde (siehe Abbildung 3.23). 

Abb. 3.23: Schema der RAPD-PCR. 

Für die RAPD-PCR wurden die Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und 

Escherichia coli sowie die Gram-positiven Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis

näher untersucht. Dazu wurden sie mit den schon beschriebenen Stressparametern für 5 

Tage behandelt. Die isolierte Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Parallel wurde 
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aus 1 mL Bakteriensuspension die DNA isoliert und jeweils 40 ng der cDNA oder DNA als 

Template verwendet. Anschließend erfolgte die Auftrennung durch ein 1,2%iges Agarosegel.  

A) RAPD-PCR nach reverser Transkription der RNA 

Enterococcus faecium 

Die RAPD-PCR bei Oligotrophie ergab bei Enterococcus faecium die in Abbildung 3.24 

dargestellten Bandenmuster.  

Der Einsatz von Primer RP15 führte zu einem sich unterscheidendem Bandenmuster im 

Vergleich zur Kontrolle bei einer Behandlungsdauer von 4 Tagen durch eine zusätzliche 

Bande im hochmolekularen Bereich. Bei der Verwendung des Primers 1290 war ebenfalls 

ein Stressmuster erkennbar. Hier trat eine zusätzliche Bande bei 1600 bp nach einer 

Inkubationsdauer von 4 Tagen auf. Auch die Amplifikation mit dem Primer M13 führte zu 

einem veränderten Bandenmuster bei der Inkubation der Bakterien in nährstoffarmem 

Leitungswasser, vor allem durch eine Bande bei 550 bp, die bei der Kontrolle nicht auftrat.  

Osmotischer Stress hingegen führte bei Enterococcus faecium bei allen verwendeten 

Primern zu keinem erkennbaren oder reproduzierbaren Bandenmuster, das sich bei 

Stressexposition unterschied. 

Abb. 3.24: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von 
Enterococcus faecium während Oligotrophie bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100 
bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation. 
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M13
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Enterococcus faecalis 

Abbildung 3.25 zeigt die Ergebnisse von Enterococcus faecalis bei osmotischem Stress.

Bei der Amplifikation mit dem Primer RP15 zeigte sich ein deutlich unterschiedliches 

Bandenmuster bei der Behandlung mit einer 0,5 M Salzlösung. Es ergaben sich zusätzliche 

Banden bei 500 bp und bei 800 bp während aller Inkubationszeiträume. Bei der Verwendung 

des Primers 1290 wurden ebenfalls mehr Banden bei Stress detektiert, die sich bei 400 bp 

befanden. Auch bei der RAPD-PCR mit dem Primer M13 traten bei Erhöhung der 

Salzkonzentration Banden auf, die bei der Kontrolle nicht vorhanden waren. Eine Bande 

wurde nach 3 Inkubationstagen bei 400 bp detektiert, die zweite befand sich bei 550 bp und 

war erstmals nach 5 Tagen osmotischem Stress mit dieser Intensität sichtbar.  

Neben osmotischem Stress wurden die Bakterien auch Oligotrophie ausgesetzt. Die 

Ergebnisse hiervon sind in Abbildung 3.26 dargestellt.  

Bei allen vier verwendeten Primern war ein deutliches Muster durch vermehrte Banden bei 

Stressexposition feststellbar. Bei dem Primer RP15 lagen diese Banden bei 500 bp, bei dem 

Primer 1290 bei 350 bp, bei dem Primer 1254 wurden die Banden bei 450 bp detektiert und 

bei dem Primer M13 bei 550 bp sowie bei 350 bp. 

Die in dieser Arbeit untersuchten Enterokokken zeigten signifikante Unterschiede im 

Bandenmuster durch die verwendeten Stressparameter. Bei Enterococcus faecalis wurden 

sowohl bei osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie zusätzliche Banden detektiert, 

während es bei Enterococcus faecium lediglich bei Nährstofflimitierung zu Stressmustern 

Abb. 3.25: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von 
Enterococcus faecalis während osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. 
M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen 
Inkubation.
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kam. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass Enterococcus faecium stärker an 

osmotischen Stress adaptiert ist und daher bei einer erhöhten Salzkonzentration keine 

Stressantwort nötig war. 

Pseudomonas aeruginosa 

Abbildung 3.27.zeigt die Ergebnisse bei osmotischem Stress von Pseudomonas aeruginosa.

Bei der Verwendung des Primers RP15 wurde eine zusätzliche distinkte Bande bei 200 bp 

nach einer Behandlungsdauer von 5 Tagen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Eine 

weitere Bande bei 900 bp war nach diesem Inkubationszeitraum im Vergleich zur Kontrolle 

und den anderen Inkubationszeiten nur noch sehr schwach nachweisbar. Des Weiteren 

waren nach einer Dauer von 4 Tagen vier Banden im Bereich von 1700 bp bis etwa 2000 bp 

stärker ausgeprägt. Bei der Verwendung des Primers 1290 wurde nach einer Dauer von 4 

Tagen eine distinkte Bande bei 950 bp detektiert, die bei der Kontrolle nicht sichtbar war. Der 

Primer 1254 lieferte, wie der Primer RP15, eine distinkte Bande bei 200 bp nach einer 

Behandlung von 5 Tagen. Die übrigen sich in Größe oder Intensität unterscheidenden 

Banden konnten bei zusätzlichen Versuchen nicht reproduziert werden.  

Bei den mittels Leitungswasser gestressten Bakterien wurde bei allen verwendeten Primern 

kein reproduzierbares Bandenmuster festgestellt.

Abb. 3.26: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von 
Enterococcus faecalis während Oligotrophie bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 100 
bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation. 
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Zusätzlich wies die Kontrolle eine Bande von 1700 bp auf, die nach der Stressbehandlung 

nicht mehr vorhanden war. Die Amplifikation mit dem Primer 1254 ergab wie beim Primer  

Escherichia coli 

In Abbildung 3.28 sind die Ergebnisse bei osmotischem Stress des zweiten Vertreters der 

Gram-negativen Bakterien Escherichia coli dargestellt. 

Die Verwendung des Primers 1290 führte zu einer zusätzlichen distinkten Bande bei 550 bp 

im Vergleich zur Kontrolle nach 3 und nach 5 Tagen Inkubation.  

Abb. 3.28: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von 
Escherichia coli während osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. M: 
100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen Inkubation. 

Abb. 3.27: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten cDNA von 
Pseudomonas aeruginosa während osmotischem Stress bei unterschiedlichen 
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: 
nach 5 Tagen Inkubation. 
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Die Bande bei 650 bp nach 3 Tagen Behandlungsdauer, die bei der Kontrolle nicht 

vorhanden war, konnte bei weiteren Versuchen allerdings nicht mehr detektiert werden. Bei 

der Amplifikation mit Hilfe des Primers 1254 war eine weitere Bande bei 850 bp nach 5 

Tagen Inkubation zu sehen, während bei der Kontrolle diese Bande nicht auftrat. Wie bei 

Pseudomonas aeruginosa lieferte Oligotrophie bei allen getesteten Primern kein von der 

Kontrolle abweichendes oder reproduzierbares Bandenmuster. 

Insgesamt konnten je nach Primerwahl bei beiden Gram-negativen Bakterien deutliche 

Veränderungen im Bandenmuster bei osmotischem Stress gezeigt werden, während 

Hungerstress keine Stressantwort hervorrief. Dies könnte bedeuten, dass beide 

untersuchten Bakterien an Nährstofflimitierung gut angepasst sind.  

Zusammenfassend scheint die RAPD-PCR mit der Verwendung von cDNA als Template 

eine sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-negativen Bakterien universell 

einsetzbare Methode zur Transkriptomanalyse bei Stressexposition zu sein und somit die 

Möglichkeit der Unterscheidung physiologischer Stadien als Antwort auf Stress zu bieten. 

B) RAPD-PCR mit genomischer DNA 

Die Ergebnisse der RAPD-PCR mit cDNA bei Gram-positiven Bakterien zeigten, dass 

Enterococcus faecalis deutliche Unterschiede bei Stressexposition sowohl bei osmotischen 

Veränderungen als auch bei Oligotrophie aufwies, während bei Enterococcus faecium nur 

bei Hungerstress verschiedene Bandenmuster detektiert wurden. Dies könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass Enterococcus faecalis osmosensitiver ist. Es wurden daher zusätzlich 

RAPD-PCR-Versuche mit DNA durchgeführt, um zu überprüfen, ob auch auf dieser Ebene 

Unterschiede zwischen diesen nahe verwandten Bakterien in der Form der Stressantwort 

nachzuweisen sind. 

Enterococcus faecalis 

In Abbildung 3.29 sind die Ergebnisse der Untersuchungen bei erhöhter Salzkonzentration 

gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass es bei allen 3 verwendeten Primern zu einem 

veränderten Bandenmuster bei osmotischem Stress kam. Bei dem Primer RP15 traten 

zusätzliche Banden bei 500 bp, 1500 bp und etwa 2000 bp auf. Bei der Amplifikation mit dem 

Primer 1290 lagen sie bei 450 bp, 850 bp sowie im hochmolekularen Bereich und bei Primer 
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1254 bei 650 bp und 2300 bp. Oligotrophie hingegen führt zu keiner Veränderung bei den 

festgestellten Banden. 

Enterococcus faecium 

Abbildung 3.30 zeigt die Bandenmuster der RAPD-PCR bei osmotischem Stress. Im 

Gegensatz zu Enterococcus faecalis waren hier bei allen drei verwendeten Primern keine 

Unterschiede durch Stress erkennbar, was ein weiterer Hinweis auf eine verstärkte 

Adaptation an osmotischen Stress von Enterococcus faecium ist, da diese Bakterien durch 

den verwendeten Stressparameter keine Stressantwort zeigten. Auch bei der Inkubation in 

nährstoffarmem Leitungswasser kam es zu keinen veränderten Banden. 

RP15 1290 1254

500 bp 

1500 bp 
1000 bp 

2642 bp 

Abb. 3.29: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten DNA von 
Enterococcus faecalis während osmotischem Stress bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. 
M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: nach 5 Tagen 
Inkubation.

M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
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3.

Abb. 3.30: Elektrophoretische Auftrennung der mit RAPD-PCR amplifizierten DNA von 
Enterococcus faecium während osmotischem Stress bei unterschiedlichen 
Inkubationszeiten. M: 100 bp-Marker, 1: Kontrolle, 2: nach 3 Tagen, 3: nach 4 Tagen, 4: 
nach 5 Tagen Inkubation. 

RP15 1290 1254

2642 bp 

1500 bp 
1000 bp 

500 bp 

M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse noch einmal zusammengefasst wieder- 

gegeben.

Physiologie ausgewählter Referenzbakterien bei Stressexposition 

Bei den Gram-negativen Bakterien Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli wurden 

keine Veränderungen im Bezug auf die Gesamt-RNA-Menge und die Kolonie-bildenden 

Einheiten (KBE) bei Stressexposition festgestellt. Bei den Gram-positiven Bakterien 

Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis konnte eine Zunahme der Gesamt-RNA-

Menge bei gleichzeitiger Abnahme der Kolonie-bildenden Einheiten gezeigt werden, wobei 

bei Enterococcus faecalis die KBE-Untersuchungen nicht mit den Messungen des DNA- 

Gehalts lebender Bakterien übereinstimmten. Dies war ein Hinweis auf ein mögliches viable 

but nonculturable (VBNC)-Stadium und auf eine verstärkte Stressantwort von Enterococcus 

faecalis.

Gesamt-RNA-Gehalt KBE DNA lebender Zellen 

   Faktor   
 log-

Stufen
 log-

Stufen
osmotischer Stress 

P. aeruginosa gleich  - gleich -  n.b. -  

E. coli Abnahme 10 Abnahme 1 n.b. - 

E. faecium Zunahme 3 Abnahme 1-2 Abnahme 1-2 

E. faecalis gleich  - Abnahme 2 Abnahme 1 
Oligotrophie 

P. aeruginosa gleich       - gleich -  n.b. -  

E. coli gleich -  gleich -  n.b. -  

E. faecium Zunahme 4 Abnahme 3 Abnahme 3 

E. faecalis Zunahme 2,5 Abnahme 2 Abnahme 1 
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Genexpression ausgewählter Referenzbakterien bei Stressexposition 

Die Untersuchungen mittels quantitativer PCR ergaben eindeutige Induktionen bzw. 

Repressionen zentraler, speziesspezifischer Regulatoren bei hygienisch relevanten 

Bakterien unter verschiedenen Stressbedingungen und führten zu der Erkenntnis, dass das 

rcsA-Gen von Escherichia coli als ein neuer Stressmarker betrachtet werden kann. Diese 

Ergebnisse wurden durch Northern Blot-Analysen bestätigt. 

osmotischer Stress Oligotrophie stationäre Phase 
um

Faktor   
um

Faktor   
um

Faktor
rpoS
P. aeruginosa Induktion 36 Induktion 31 Induktion 45 
rcsA
E. coli Induktion 19 Induktion 13 Induktion 12 
pbp5
E. faecium Repression 30 Repression 44 Repression 18 
pbp5
E. faecalis Repression 29 Repression 211 Induktion 80 

Die Genexpressionsanalysen des an der generellen Stressantwort beteiligten, universellen 

Stressgens uspA und dessen homologe Genstrukturen zeigten zumeist ähnliche 

Expressionsmuster wie die speziesspezifischen Gene und kann als weitgehend universeller 

Stressmarker diskutiert werden. 

osmotischer Stress Oligotrophie stationäre Phase 
usp usp usp

P. aeruginosa Induktion rpoS Induktion        rpoS Induktion       rpoS
    

E. coli Induktion        rcsA Repression        rcsA Induktion        rcsA

E. faecalis Repression       pbp5 Repression       pbp5 Induktion       pbp5

Die Untersuchungen adhärenter Reinkulturen unter Stress ergaben unterschiedliche 

Induktionen der Gene im Vergleich zu den planktonischen Bakterien. Bei Pseudomonas 

aeruginosa war die Induktion von rpoS bei adhärenten Bakterien deutlich geringer, bei 

Escherichia coli war dieser Effekt nur bei Oligotrophie feststellbar. Diese Feststellung spricht 

für eine Schutzfunktion eines Biofilms für die Bakterien gegenüber Stress. 

Bei der Biofilmbildung selbst ohne zusätzliche Stressparameter konnte eine Induktion von 

rcsA und rpoS gezeigt werden. 
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Bei adhärenten Mischkulturen wurde bei Pseudomonas aeruginosa eine vergleichbare 

Induktion bei der Biofilmbildung und Oligotrophie mit der Reinkultur festgestellt, während es 

bei osmotischem Stress zu einer deutlich erhöhten Induktion von rpoS bei Mischkulturen 

kam. Die Untersuchung adhärenter Mischkulturen bei Escherichia coli war im Rahmen dieser 

Dissertation nicht mehr möglich. 

Biofilmbildung osmotischer Stress Oligotrophie 
  um Faktor   um Faktor   um Faktor 

P. aeruginosa             

Reinkultur Induktion 7 Induktion - Induktion 10 

Mischkultur Induktion 5 Induktion 82 Induktion 8 

E. coli             

Reinkultur Induktion 6 Induktion 68 Induktion - 

Stressmuster ausgewählter Bakterien 

Die Versuche mit Hilfe der RAPD-PCR zeigten deutliche Unterschiede der Bandenmuster bei 

Stressexposition. Bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli konnten 

Veränderungen bei osmotischem Stress gezeigt werden. Bei Enterococcus faecalis führten 

beide Stressparameter zu Unterschieden, bei dem nahe verwandten Bakterium 

Enterococcus faecium nur Oligotrophie. Dieser weitere Hinweis auf eine verstärkte 

Stressadaptation und damit erhöhte Fitness von Enterococcus faecium konnte auch durch 

die Verwendung von DNA als Template bestätigt werden. Die je nach Primerwahl 

veränderten Bandenmuster bei Stress sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-

negativen Bakterien sprechen für eine universelle Einsatzmöglichkeit dieser Methode. 
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A) mit cDNA als Template für Stressmuster  

: unterschiedliche Bandenmuster, -: kein unterschiedliches Bandenmuster 

osmotischer Stress Oligotrophie 
abweichendes Bandenmuster durch 

RP15 1290 1254 M13 RP15 1290 1254 M13 

P. aeruginosa   -  -  -   - -  

E. coli -  -   - -  -  -  

E. faecium  -  -  - -     -  

E. faecalis  -  

B) mit DNA als Template für Stressmuster 

: unterschiedliche Bandenmuster, -: kein unterschiedliches Bandenmuster 

osmotischer Stress Oligotrophie 
abweichendes Bandenmuster durch 

RP15 1290 1254 M13 RP15 1290 1254 M13 

E. faecium -  -  -   -  - -  -  -  

E. faecalis  -   -  - -  -  
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4 Diskussion 

4.1 Bakterielle Anpassungsstrategien 

Mikroorganismen verfügen über eine enorme genetische Flexibilität, die es ihnen erlaubt auf 

sich ändernde Bedingungen in ihrem Habitat zu reagieren (Corcoran et al. 2008). Einige 

Beispiele für möglichen Stressantworten und Umweltstimuli sind in Abbildung 4.1 dargestellt. 

Diese sichern das Überleben der Bakterien, führen aber in technischen Prozessen und im 

medizinischen Bereich zu einer Reihe von Problemen. Im Bereich der 

Trinkwasseraufbereitung können sich Bakterien durch ihre Fähigkeit, in ein VBNC-Stadium 

überzugehen, einer Desinfektionsmaßnahme entziehen und nachträglich zu einer erneuten 

Verkeimung des Trinkwassers führen. Die Biofilmbildung stellt eine weitere mögliche 

Stressantwort von Bakterien dar. Diese kann in technischen Prozessen mit großen Kosten 

verbunden sein, die durch Biofouling, insbesondere bei der Nanofiltration und der 

Umkehrosmose, entstehen.  

Die Frage nach molekularen Zusammenhängen zwischen Umweltstimuli und spezifischer 

Genaktivierung ist sowohl bei planktonischen als auch bei Biofilmpopulationen von 

entscheidender Bedeutung und kann zu einem besseren Verständnis von 

Pathogenitätsmechanismen und damit zu einer verbesserten Prophylaxe und Therapie sowie 

zu deutlich sinkenden Kosten führen. Weiterhin ist es insbesondere bei technischen 

Prozessen, bei denen in der Regel verschiedenste Bakterienspezies zu Problemen führen, 

Stress

(Input)

• Desinfektion
• osmotischer Stress 
• Hitze/Kälte-Schock 
• Nährstofflimitierung 
• Protein Überexpression 
• Antibiotika oder Xenobiotika 

Stimulus
Wahrnehmung

Signal
Transduktion

• viable but nonculturable  
• Antibiotikaresistenz Mechanismen 

• SOS / generelle Stressantwort 
• Differentiationsprogramme 

• Hitzeschock Proteine 
• Effluxpumpen 

• Sporulation 

(Output)

Antwort

Differentielle Gen
expression

Abb. 4.1: Stressantworten bei Bakterien (modifiziert nach T. Mascher, Research Group 11-1 
„Microbial Stress Responses“, Karlsruhe). 
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wichtig eine Stressadaptation unabhängig von der Untersuchung spezifischer Gene 

erkennen zu können. So können gezielt Maßnahmen ergriffen werden, um diese 

Populationen zu manipulieren. Bis heute sind die Anpassungsstrategien von Bakterien 

allerdings nur unzureichend untersucht worden, zumal oft nur spezifische Modellorganismen 

und deren individuellen Stressantworten betrachtet wurden, während die 

Anpassungsstrategien bei natürlichen Populationen weitgehend unerforscht geblieben sind. 

Aufgrund dessen wurden in der vorliegenden Arbeit gezielt Stressparameter bei 

verschiedenen in der Umwelt vorkommenden und pathogenen Bakterien verwendet. 

Mehrere molekulare Marker wurden ausgewählt, um bakterielle Stressantworten bei 

planktonischen und adhärenten Bakterien erkennen und näher charakterisieren zu können. 

4.2 Physiologie bei Stressexposition 

Für die Untersuchung des Verhaltens von hygienisch relevanten Bakterien bei Stress wurden 

die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) und der Gesamt-RNA-Gehalt bestimmt. 

Die Gesamt-RNA-Menge wurde quantifiziert, da diese einen Einblick in eine möglicherweise 

veränderte Genexpression gibt. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit Bakterien verwendet, 

die sich in der stationären Wachstumsphase befanden. Diese Phase, die durch ein 

begrenztes Nährstoffangebot und eine mögliche Anhäufung toxischer Stoffe gekennzeichnet 

sein kann, stellt für Bakterien bereits eine Stresssituation dar, bei der die Bedingungen für 

das Wachstum der Mikroorganismen nicht optimal sind. Als Stressparameter selbst wurden 

Nährstofflimitierung durch Inkubation in Leitungswasser (Oligotrophie) und osmotische 

Änderungen durch die Inkubation in einer 0,5 M Salzlösung (osmotischer Stress) verwendet, 

da diese bei technischen Prozessen eine besondere Relevanz besitzen. Somit wurden die 

Mikroorganismen einem Doppelstress ausgesetzt. Aufgrund der Tatsache, dass die meisten 

natürlichen Habitate ebenfalls nicht optimal für eine Vermehrung sind, konnten mit der 

Verwendung von Zellen der stationären Phase die Vorraussetzungen, die natürlicherweise 

vorkommen, im Labor nachgestellt werden.  

Die durchgeführten Versuche ergaben, dass sich bei dem Gram-negativen Bakterium 

Pseudomonas aeruginosa bei osmotischem Stress keine Veränderungen über einen 

Zeitraum von fünf Tagen ergab, während es bei Escherichia coli zu einer Abnahme der 

Zellzahl und des RNA-Gehalts um den Faktor 10 kam. Bei Oligotrophie wurden bei beiden 

Mikroorganismen keine signifikanten Änderungen in der Anzahl der Bakterien und des RNA-

Gehalts festgestellt. Dies spricht für eine gute Adaptation der untersuchten Mikroorganismen 

an die verwendeten Stressoren. Das Absterben der Zellen und die Abnahme des RNA-

Gehaltes bei Escherichia coli kann damit erklärt werden, dass Pseudomonaden weit 
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verbreitete Boden- und Wasserkeime sind, während Escherichia coli ein Darmbewohner ist. 

Aus diesem Grund könnte Pseudomonas aeruginosa in seinem natürlichen Habitat mit 

stärkeren Veränderungen der Umwelt konfrontiert sein als Escherichia coli.

Bei den Gram-positiven Bakterien Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium wurde in 

dieser Arbeit bei beiden Stressformen eine deutliche Reduktion der Zellzahl bei gleichzeitiger 

Zunahme der Gesamt-RNA festgestellt. Parallele Untersuchungen befassten sich mit dem 

Anteil der ribosomalen RNA in der Gesamt-RNA. Es konnte zumeist ein gleich bleibender 

Anteil an rRNA bei beiden Gram-positiven Bakterien festgestellt werden, allerdings kam es 

bei Enterococcus faecium zu einer Abnahme der rRNA um den Faktor 10 während der 

Inkubation in Leitungswasser. Dies steht im Einklang mit anderen Studien, die zeigten, dass 

die rRNA bei Stressexposition, vor allem bei Nährstofflimitierung, abgebaut wird (Deutscher 

2009). Andererseits konnte beobachtet werden, dass die Menge an rRNA bei Bakterien im 

VBNC-Zustand, der ebenfalls eine Stressreaktion darstellt, gleich bleibt (Lahtinen et al. 

2008). Zusammenfassend zeigt der zumeist nicht veränderte Anteil an rRNA, dass sich die 

Zunahme der Gesamt-RNA tatsächlich durch einen Anstieg und somit durch eine verstärkte 

Expression verschiedener, stressregulierter Gene erklären lässt, die zum Überleben des 

Stresses oder zur Reparatur vorhandener Schäden benötigt werden. Andererseits ist auch 

eine veränderte Stabilität sowohl spezifischer als auch genereller mRNA-Transkripte in 

Betracht zu ziehen, die bereits bei Staphylococcus aureus (Clements und Foster 1998), 

Bacillus subtilis (Condon et al. 1996), Escherichia coli (Albertson und Nyström 1994) und 

Vibrionen (McDougald et al. 2002) nachgewiesen wurde. So konnten Veränderungen in der 

Degradation der RNA durch eine veränderte Aktivität der RNaseE (Hagege und Cohen 1997; 

Takayama und Kjelleberg 2000) bei Stress gezeigt werden. RNaseE ist eine 

Endoribonuklease, die RNA bevorzugt an AU-reichen Stellen schneidet (McDowall et al. 

1994). Singh et al. (2009) zeigten, dass bei Escherichia coli das ribosomale Protein L4, das 

bei Stress verstärkt vorliegt, die RNaseE-Aktivität inhibieren kann, wodurch verschiedene 

stressrelevante mRNA-Transkripte, unter anderem die Lon-Protease, welche bei der 

Regulation von rcsA im Rcs-Signalweg eine Rolle spielt, stabilisiert wurden. Zusätzlich 

können die Interaktionen zwischen RNA und Proteinen (Chamot et al. 1999; Jones et al. 

1996; Liu et al., 1998; Vytvytska et al. 1998) während Stressexposition verändert sein. 

Viele Bakterien sind in der Lage, sich einem Nährstoffmangel in ihrem Habitat anzupassen. 

Dabei gibt es Bakterien, die Hungerstadien ausbilden, aber noch einen aktiven 

Erhaltungsstoffwechsel betreiben (starvation), sowie zum anderen Ruhestadien oder 

„schlafende“ Zellen, die einen reduzierten Stoffwechsel aufweisen (Colwell 2000), wie es 

zum Beispiel für das VBNC (viable but nonculturable)-Stadium (Heim et al. 2002) 
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beschrieben wurde. Eine große Relevanz hat dieser physiologische Zustand vor allem bei 

Indikatororganismen und Pathogenen, die mit bisher eingesetzten, meist auf Kultivierung 

beruhenden Standardmethoden, in der Umwelt nicht nachgewiesen werden konnten. Sie 

sind aber dennoch vorhanden, behalten ihre Infektiosität und stellen damit ein nicht zu 

unterschätzendes gesundheitliches Risiko dar (Huq et al. 2000; Oliver 2005). Anfängliche 

kritische Betrachtungen des VBNC-Zustandes bezogen sich meist auf die Terminologie, da 

einige Autoren für die Eigenschaft „viable“ nicht nur Lebensfähigkeit, sondern auch 

Teilungsfähigkeit und Kultivierbarkeit voraussetzten und die Bezeichnung „lebendig aber 

nicht kultivierbar“ für sie einen Widerspruch darstellte (Barer et al. 1998; Barer und Harwood 

1999; Kell et al. 1998). In der Vergangenheit wurde die Existenz von VBNC-Stadien als 

Anpassungsstrategie bei Enterobakterien von einzelnen Autoren bestritten (Bogosian und 

Bourneuf 2001; Desnues et al. 2003). Vor allem wurden jene Studien kritisiert, die keinen 

eindeutigen Nachweis einer Reaktivierung der VBNC-Zellen lieferten. Ohtomo und andere 

erbrachten dann aber den Beweis, dass auch Enterobakterien in einem VBNC-Zustand 

vorliegen können, indem sie die Reaktivierung von VBNC-Zellen nachwiesen (Bjergbaek und 

Roslev 2005; Na et al. 2006; Ohtomo und Saito 2001).  

In dieser Arbeit wurde zur Feststellung eines VBNC-Zustands der DNA-Gehalt lebender 

Zellen mit der Anzahl der kultivierbaren Einheiten (KBE) verglichen. Dazu wurden Versuche 

mit Propidium-Monoazid (PMA), das aus Zellen mit intakten Zellmembranen ausgeschleust 

wird (Nocker et al. 2006), durchgeführt. Die Unterscheidung lebender bzw. toter Zellen wird 

gewöhnlich über die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) bestimmt, inzwischen 

kommen auch Fluoreszenz-basierte Assays für die enzymatische Aktivität oder den 

Elektronentransport sowie molekulare Methoden zur Detektion von DNA und RNA zum 

Einsatz. Da alle diese Untersuchungsmöglichkeiten zu falsch positiven oder falsch negativen 

Resultaten führen können (Birch et al. 2001; Josephson et al. 1993; Kort et al. 2008; 

Nyström 2001; Postgate 1976), wird heute die Chemikalie PMA verwendet, die eine 

Unterscheidung zwischen toten und stoffwechselaktiven Bakterien ermöglicht und so eine 

Aussage über ein VBNC-Stadium zulässt. Allerdings ist auch diese Methode nicht für alle 

Anwendungen geeignet. So kommt es zu Problemen bei Proben von anaeroben 

Schlammreaktoren (Wagner et al. 2008). Mit der Chemikalie PMA ist es ebenfalls nicht 

möglich, die Abtötungseffizienz bei UV-Bestrahlung (Nocker et al. 2007) oder anderen 

Inaktivierungsmechanismen, bei denen nicht direkt die Zellwand das Ziel ist, zu ermitteln. 

Des Weiteren muss beachtet werden, dass bei dieser Methode lediglich die 

Membranintegrität als Viabilitätskriterium herangezogen wird (Nocker und Camper 2009).

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei Enterococcus faecium der 

DNA-Gehalt lebender Zellen in gleicher Weise abnahm wie die Anzahl der kultivierbaren 
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Zellen. Dies deutet auf eine Anpassung an Hunger hin, da die lebenden Zellen weiterhin 

kultivierbar blieben. Bei dem nahe verwandten Bakterium Enterococcus faecalis hingegen 

zeigte sich, dass die Anzahl der kultivierbaren Zellen signifikant stärker sank als der DNA-

Gehalt lebender Zellen. Diese Beobachtung ist ein Hinweis auf ein beginnendes VBNC-

Stadium, bei dem die Zellen nicht mehr auf herkömmlichen Medien kultiviert werden 

konnten, aber dennoch aktiv waren. Der Übergang in ein Stadium der Nichtkultivierbarkeit 

bei Stress fand in dieser Arbeit bei einer für die Bakterien optimalen Temperatur statt, was im 

Gegensatz zu einigen Untersuchungen steht, bei denen ein VBNC-Stadium bei Gram-

positiven Bakterien nur durch gleichzeitige Nährstofflimitierung und niedrige Temperaturen 

(4°C) erreicht werden konnte (Heim et al. 2002; Gonzalez-Escalona et al. 2006; Lleo et al. 

1999; Lleo et al. 1998). Eine andere Studie zeigt aber, dass auch bei höheren Temperaturen 

(22-25°C) Bakterien in einen VBNC-Zustand übergehen können (Ben Kahla-Nakbi et al. 

2007).

Die Osmolarität eines Habitats ist für Bakterien ein bedeutender wachstumslimitierender 

Faktor, daher ist die Fähigkeit auf osmotische Unterschiede in ihrer Umwelt zu reagieren, ein 

wichtiger Prozess, um zu überleben (Csonka und Hanson 1991). Die Veränderung der 

Osmolarität stellt für Bakterien eine weitverbreitete Stressform dar, und es wurden bereits 

unterschiedliche Anpassungsstrategien bei verschiedenen Bakterienspezies näher 

untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal festgestellt, dass Enterococcus 

faecalis, bei dem schon ein beginnendes VBNC-Stadium bei Nährstofflimitierung bestimmt 

wurde, auch bei osmotischem Stress (0,5 M Salzlösung) diese Anpassungsstrategie zeigte. 

Bis heute gibt es noch keine Hinweise auf ein VBNC-Stadium bei Gram-positiven Bakterien, 

das durch eine erhöhte Salzkonzentration erreicht wurde. Bei den Gram-negativen Bakterien 

Pseudomonas fluorescens hingegen konnte ein Eintritt in das VBNC-Stadium bei 

osmotischem Stress nachgewiesen werden, allerdings lag hier die Salzkonzentration höher 

(Mascher et al. 2000). Auch bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli zeigte sich 

ein Einfluss auf die Kultivierbarkeit bei erhöhter Konzentration an Salz (Roth et al. 1988; 

Velasco et al. 1995).  

Ein VBNC-Stadium wird bei Bakterien als Antwort auf Stress ausgebildet. Der in dieser 

Arbeit festgestellte beginnende VBNC-Zustand von Enterococcus faecalis sowohl bei 

Nährstofflimitierung als auch bei osmotischem Stress ist ein deutlicher Hinweis auf eine 

verstärkte Stressantwort dieses Bakteriums im Vergleich zu Enterococcus faecium, bei dem 

ein VBNC-Stadium nicht erkennbar war. Die Fähigkeit von Enterococcus faecium, auch bei 

nicht optimalen Bedingungen weiterhin kultivierbar zu bleiben, wurde auch von anderen 

Studien bestätigt, die zeigen konnten, dass Enterococcus faecium im Vergleich zu Listeria
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monocytogenes nicht in ein VBNC-Stadium überging (Wery et al. 2006). Die festgestellten 

Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass Enterococcus faecium besser an verschiedene 

Stressoren adaptiert ist als Enterococcus faecalis. Die bessere Adaptation von Enterococcus 

faecium konnte auch bei anderen Stressparametern festgestellt werden (Ahmad et al. 2002). 

Dies erklärt unter anderem die Tatsache, dass es mehr antibiotikaresistente Enterococcus 

faecium gibt (Werner et al. 2008) und dass in verschiedenen Umweltproben verstärkt 

Enterococcus faecium nachgewiesen werden konnte (Kühn et al. 2003).  

4.3 Speziesspezifische Regulatoren  

Die Regulation der Genexpression wird durch die Organisation der Gene in Gruppen 

ermöglicht. Dabei werden Operons und Regulons unterschieden (Vanbogelen und Neidhardt 

1990). Als Regulatoren auf Genexpressionsebene dienen DNA-bindende Proteine, welche 

die Bindung bzw. die Aktivität der RNA-Polymerase in der Promotor-Region eines Gens bzw. 

Operons fördern (Aktivatoren), hemmen (Repressoren) oder aber erst ermöglichen. Zu den 

letztgenannten zählen die Sigmafaktoren, die durch Erkennung und Bindung eines 

spezifischen DNA-Motivs in der Promotorregion und Bindung der RNA-Polymerase die 

Transkription ermöglichen.  

In dieser Arbeit wurde anhand des Sigmafaktors rpoS von Pseudomonas aeruginosa die 

Parametrierung der Stressbedingungen durchgeführt. Mit diesen wurde das rcsA-Gen von 

Escherichia coli, einem Faktor des Rcs-Signalwegs, untersucht, der eine Rolle bei der 

Biofilmbildung als Stressantwort spielt. Zusätzlich wurde das Gen des Penicillin-bindenden 

Protein 5 (pbp5) bei Enterokokken analysiert, das an der Zellwandsynthese beteiligt ist, die 

als erste Stelle auf Umweltstimuli reagiert. Als Stressparameter wurde die Inkubation in einer 

0,5 M Natriumchloridlösung (osmotischer Stress) und in Leitungswasser (Oligotrophie/ 

Hungerstress) bis zu einem Zeitraum von 5 Tagen, sowie die stationäre im Vergleich zur 

exponentiellen Wachstumsphase, untersucht. Für die Analyse der sich verändernden 

Genexpression mittels quantitativer PCR wurden für alle untersuchten Gensysteme 

spezifische Primer und Sonden hergestellt. Zusätzlich wurden zur Absicherung der 

ermittelten Ergebnisse Northern Blot- Analysen durchgeführt. 

Pseudomonas aeruginosa 

Die Induktion des Sigma-Faktors (rpoS Regulon) während der stationären Phase wird durch 

unterschiedliche Stressoren hervorgerufen. Dies resultiert in der Aktivierung eines sehr 

komplexen Netzwerkes funktioneller, unabhängiger Gene, welche die Fähigkeit der 



DISKUSSION

- 113 -

Bakterien erhöhen, gegen eine große Anzahl von Stressfaktoren zu bestehen. In der Phase 

des langsamen Wachstums und der beginnenden stationären Phase bzw. des abrupten 

Übergangs von Wachstum zum Hunger (starvation) wurden zahlreiche Untersuchungen zur 

Veränderung der Physiologie und Morphologie sowie deren Regulation durchgeführt 

(Hengge-Aronis 2002a; Hengge-Aronis 2002b; Kolter et al. 1993; Kolter 1999; Moreau 2004; 

Schweder und Hecker 2004; Siegele und Kolter 1992, Wright et al. 2009). Im Rahmen dieser 

Analysen wurde ein komplexes Regulationsnetzwerk beschrieben, das neben alternativen 

Sigmafaktoren auch verschiedene kleinere Regulatormoleküle umfasst (Repoila et al. 2003; 

Riva et al. 2004; Schweder und Hecker 2004; Wick und Egli 2004), wobei die meisten 

Änderungen in der stationären Phase durch die alternative RNA-Polymerase RpoS reguliert 

werden (Saint-Ruf et al. 2007).

Auch in dieser Arbeit wurde eine Induktion des rpoS-Gens in der stationären Phase 

nachgewiesen. In Übereinstimmung mit der Feststellung, dass rpoS auch bei verschiedenen 

anderen Arten von Stress verstärkt exprimiert wird (Balaji et al. 2005; Hengge-Aronis 1996; 

Hengge-Aronis et al. 1993; Lee et al. 1995; Muffler et al. 1997; Muffler et al. 1996), konnte in 

der vorliegenden Arbeit eine Induktion sowohl bei Hungerstress als auch bei osmotischem 

Stress ermittelt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die verwendeten 

Stressparameter für die Untersuchung der übrigen Gene bei planktonischen Bakterien und 

Biofilmpopulationen herangezogen. 

Bei der Biofilmbildung, als eine mögliche Stressreaktion, konnte bei dieser Arbeit eine 

verstärkte Expression von rpoS nachgewiesen werden. Die Beobachtung korreliert mit den 

Ergebnissen anderer Studien, die feststellten, dass die rpoS-Expression in einem 3 Tage 

alten Biofilm im Vergleich zu planktonischen Bakterien erhöht ist (Xu et al. 2001). Dieses 

Ergebnis stützt die Annahme, dass Biofilme Charakteristika der stationären Phase 

aufweisen. Im Gegensatz dazu gibt es Untersuchungen, die die Bildung eines „dickeren“ 

Biofilms (Heydorn et al. 2002) oder die verstärkte Fähigkeit zur Biofilmbildung bei rpoS-

Mutanten beschreiben (Yun et al. 2007). Auch zeigten Untersuchungen von Manos und 

Kollegen (2009) eine verminderte Expression von rpoS in Biofilmen.

Zusätzlich zur Untersuchung der Biofilmbildung als Stressantwort, wurden in dieser Arbeit, 

analog zu den Versuchen mit planktonischen Bakterien, adhärente Pseudomonas 

aeruginosa-Zellen in nährstoffarmem Leitungswasser oder einer 0,5 M NaCl-Lösung 

inkubiert. Dabei konnten deutlich geringere Induktionsfaktoren von rpoS im Vergleich zu 

planktonischen Bakterien festgestellt werden. Eine Erklärung ist das mögliche Vorkommen 

mehrerer Resistenzmechanismen in einem Biofilm im Vergleich zu einer einzelnen Zelle, 

was sich in einer verstärkte Resistenz von Biofilmen gegenüber antimikrobiellen Substanzen 

widerspiegelt (Burmølle et al 2006; Leriche et al. 2003; Mah und O’Toole 2001). So waren 
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Biofilme von Pseudomonas aeruginosa weniger anfällig gegenüber der Behandlung mit 

Wasserstoffperoxid, wobei eine Mutation im rpoS-Gen zu einem vollständigen Rückgang der 

erhöhten Resistenz der adhärenten Bakterien führte (Cochran et al. 2000).  

Um den natürlichen Begebenheiten in einem Biofilm näher zu kommen, wurden außerdem 

Untersuchungen bei adhärenten Mischkulturen vorgenommen. Hierzu wurden 

Mischpopulationen aus dem Ablauf einer Kläranlage Pseudomonas aeruginosa zugesetzt 

und Biofilme angezogen. Es zeigte sich eine vergleichbare Induktion des rpoS-Gens bei der 

Biofilmbildung und bei Oligotrophie mit den adhärenten Reinkulturen, während es bei 

osmotischem Stress zu einer deutlich erhöhten Induktion von rpoS bei Biofilmen einer 

Mischkultur kam. Diese Zunahme kann nicht damit erklärt werden, dass die Bakterien im 

Ablauf der Kläranlage aufgrund ihres natürlichen Habitats schlecht an Änderungen in der 

Osmolarität angepasst sind, und es daher bei osmotischem Stress zu einer starken 

Stressantwort kommt. Die Untersuchung mittels quantitativer PCR wurde mit Pseudomonas 

aeruginosa-spezifischen Primern durchgeführt, so dass die rpoS-Expression der Bakterien 

aus der Kläranlage nicht gemessen werden konnte. 

Escherichia coli 

Das rcsA-Gen ist ein Faktor des Rcs-Signalweges, der an der Biofilmbildung (Danese et al. 

2000) sowie an der Synthese der extrazellulären Matrix in Escherichia coli (Rahn und 

Whitfield 2003; Virlogeaux et al. 1996) als Stressreaktion beteiligt ist. Mutationen im rcsA-

Gen führen somit meist zu nichtmukoiden Stämmen (Majdalani und Gottesman 2007). 

Weiterhin spielt der Rcs-Signalweg eine Rolle bei der Regulation des Schwärmens von 

Bakterien (Francez-Charlot et al. 2003), der Antwort auf Austrocknung durch die 

Kapselbiosynthese und Membranzusammensetzung (Ferrieres et al. 2003, Sledjeski und 

Gottesman 1996). Bei Schädigungen der Peptidoglykanschicht konnte eine Beteiligung des 

Rcs-Systems nachgewiesen werden (Boulanger er al. 2005). Durch die Inhibierung der PBPs 

(Penicillin-bindende Proteine), die am Aufbau der Zellwand beteiligt sind und durch 

Antibiotika inaktiviert werden, wurde der Rcs-Signalweg aktiviert und so die Überlebensrate 

bei Antibiotikabehandlung erhöht (Laubacher und Ades 2008). Das Rcs-System ist darüber 

hinaus bei pH-Änderungen (Castanie-Cornet 2007) und der Antibiotikaresistenz beteiligt 

(Hirakawa 2003), wobei RcsA nicht benötigt wird (Laubacher und Ades 2008). Der Rcs-

Signalweg scheint ebenfalls eine Rolle bei der Regulation des als Masterregulator der 

generellen Stressantwort bezeichneten rpoS-Gens durch LrhA zu spielen (Peterson et al. 

2006). Transkriptomanalysen lassen den Schluss zu, dass bis zu 2,5% des Genoms von 

Escherichia coli durch das Rcs-System reguliert werden könnten (Ferrieres und Clarke 

2003).
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Allerdings wurden noch wenige Untersuchungen durchgeführt zur Rolle des Rcs-Systems 

bei der Anpassung an Umweltstress, der natürlicherweise auftritt (Castanie-Cornet 2007). 

Insbesondre zum Verhalten des rcsA-Gen bei Umweltstimuli sind kaum Studien bekannt. Der 

Rcs-Signalweg in Escherichia coli ist bei Änderung der Osmolarität von Bedeutung 

(Boulanger et al. 2005; Ferrieres et al. 2003; Francez-Charlot et al. 2005; Sledjeski und 

Gottesman 1996), allerdings wurde meist über eine Beteiligung des Rcs-Signalwegs ohne 

RcsA berichtet. So konnte eine RcsA-unabhängige Aktivierung des bdm-Gens (biofilm-

dependent modulation), das durch osmotischen Stress aktiviert wird, bei Escherichia coli

gezeigt werden (Francez-Charlot et al. 2005). Auch das osmB-Gen, welches bei 

osmotischem Stress, aber auch in der stationären Phase eine Induktion zeigt, wird durch den 

Rcs-Signalweg aktiviert, allerdings ohne Beteiligung von rcsA (Boulanger et al. 2005).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Induktion des rcsA-Gens bei osmotischem Stress 

beobachtet werden, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der oben genannten Studien 

steht und für eine unmittelbare Beteiligung von rcsA bei dieser Stressantwort spricht. Bei der 

Untersuchung des rcsA-Gens von Escherichia coli während der Inkubation in 

nährstoffarmem Leitungswasser konnte erstmals demonstriert werden, dass das rcsA-Gen 

auch bei Nährstofflimitierung als häufiger Umweltstress induziert wurde und somit auch bei 

diesem Stressparameter eine wichtige Funktion übernimmt. Die Analyse der stationären 

Wachstumsphase führte ebenfalls zu einer Induktion des untersuchten Gens. Diese 

Ergebnisse  lassen den Schluss zu, dass es sich bei rcsA um einen stressregulierten Faktor 

handelt, der bei einer Reihe verschiedener Stressbedingungen eine bedeutende 

physiologische Rolle spielt. 

Wie bei Pseudomonas aeruginosa wurde in dieser Arbeit auch bei Escherichia coli die 

Expression des Stressregulators bei Biofilmen untersucht. Bei der Biofilmbildung selbst 

konnte eine Induktion von rcsA ermittelt werden. Dies wurde erwartet, da der Rcs-Signalweg 

mit RcsA an der Biofilmbildung (Danese et al. 2000, Prigent-Combaret et al. 1999) sowie an 

der Synthese der extrazellulären Matrix beteiligt ist (Rahn und Whitfield 2003; Virlogeaux et 

al. 1996). Die rcsA-Expression adhärenter Reinkulturen und planktonischer Bakterien 

unterschied sich bei den beschriebenen Stressparametern. Die Induktion von rcsA bei 

osmotischem Stress war bei adhärenten Bakterien höher (Faktor 3,6), während es bei 

Hungerstress zu einer verstärkten Induktion bei planktonischen Zellen kam (Faktor 4,3). Eine 

mögliche Erklärung liegt in der Tatsache, dass es innerhalb von Biofilmen zu einer besseren 

Nährstoffversorgung kommt. Somit benötigen die Bakterien keine verstärkte Stressantwort, 

die durch eine Induktion des rcsA-Gens angezeigt wird. Die EPS-Matrix hat sorbierende 

Eigenschaften und kann Nährstoffe akkumulieren, was für das Leben unter Hunger-

Bedingungen entscheidend ist. Der Befund, dass die Expression von rcsA bei osmotischem 
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Stress bei adhärenten Bakterien im Vergleich zu planktonischen Bakterien erhöht war, 

könnte darin begründet sein, dass es im Biofilm zusätzlich zu der Behandlung mit einer 

Salzlösung verstärkt zu Schwankungen in der Osmolarität kommt (Prigent-Combaret et al. 

1999).

Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis 

Die Zellwand von Bakterien dient dem Schutz vor Umwelteinflüssen und ist daher die erste 

Stelle an der es zu einer Stressreaktion kommt. Peptidoglykane (Murein) sind 

Makromoleküle aus mehreren miteinander verknüpften Untereinheiten. Für das Wachstum 

müssen diese Stränge durch Hydrolasen gelöst und durch Penicillin-bindende Proteine 

(PBPs) neue Stränge wieder in die bestehende Peptidoglykanschicht eingebaut werden 

(Höltje 1998). Dieser Prozess muss genau kontrolliert werden, um eine Hydrolyse der 

Peptidoglykane zu vermeiden.

Jede Bakterienspezies besitzt eine bestimmte Anzahl verschiedener PBPs. Es sind viele 

Studien vorhanden über die Struktur  (Powell et al. 2009; Sauvage et al. 2008; Urbach et al. 

2009) und über die physiologischen Funktionen dieser Enzyme (Bandara et al. 2008; Goffin 

und Ghuysen 1998; Young 2001) sowie über die Empfindlichkeit verschiedener Bakterien 

gegenüber Antibiotika (Oshaki et al. 2008; Yang et al. 2008). Allerdings ist bisher wenig über 

das Verhalten der PBPs bei Umweltstimuli bekannt. In den letzten Jahren wurde bei 

verschiedenen Bakterien das VBNC (viable but nonculturable)-Stadium nachgewiesen, das 

als eine Antwort auf Stress gilt, wobei der Übergang von Veränderungen in der Zellmembran 

gekennzeichnet ist. Besonders signifikant sind die vermehrten Anteile des PBP5-Proteins in 

der Zellwand von Enterococcus faecalis im VBNC-Stadium (Signoretto et al. 2000). 

Zusätzlich wurde das pbp5-Gen in den letzten Jahren vermehrt als Vitalitätsmarker im 

VBNC-Stadium verwendet (Fischer-Le Saux et al. 2002; Leo et al. 2001; Lleo et al. 2000). Im 

Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des pbp5-Gens bei verschiedenen Stressstimuli 

untersucht. Es gibt Hinweise auf eine veränderte Genexpression im VBNC-Stadium. 

Gonzalez-Escalona und Kollegen (2006) konnten eine höhere Konzentration von tuf, das für 

die Proteinsynthese benötigt wird, sowie von relA und rpoS, die stressreguliert sind, im 

VBNC-Zustand nachweisen. Auch bei Mikroarray-Analysen konnte eine Induktion von 100 

Genen in VBNC-Stadium gezeigt werden, die zumeist für zelluläre Prozesse verantwortlich 

sind. Bei Escherichia coli wurde das äußere Membranprotein W (OmpW) im VBNC-Stadium 

induziert (Asakura et al. 2008). Bacillus subtilis wies eine Induktion von pbp4 im salzhaltigen 

Medium und in der stationären Phase auf (Palomino et al. 2008). 

In dieser Arbeit konnte eine starke Repression des pbp5-Gens bei Enterococcus faecium

und Enterococcus faecalis bei Oligotrophie und osmotischem Stress gezeigt werden, wobei 
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es Hinweise auf ein beginnendes VBNC-Stadium bei Enterococcus faecalis gab. Dies 

korreliert nicht mit der oben genannten Untersuchung von Signoretto und Kollegen (2000), 

die vermehrte Anteile des PBP5-Proteins in der Zellwand von Enterococcus faecalis im 

VBNC-Stadium nachwiesen. Allerdings wurde in dieser Studie das PBP5-Protein nach einer 

Inkubationsdauer von 16 Tagen in Seewasser bei niedrigen Temperaturen untersucht, 

während bei dieser Arbeit der Zeitraum kürzer war und die Inkubation bei höheren 

Temperaturen stattfand. Dies könnte eine Erklärung für das veränderte Verhalten von pbp5

sein. Es wurde nachgewiesen, dass es im VBNC-Stadium zu Veränderung der 

Zellmorphologie kommt (Tangwatcharin et al. 2006; Vattakaven et al. 2006). Die Ergebnisse 

im Rahmen dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass das pbp5-Gen für mögliche 

Morphologieveränderungen im VBNC-Zustand von Enterococcus faecalis nicht vermehrt 

benötigt wird und andere Gene dieser Klasse beteiligt sein könnten. Auch bei Enterococcus 

faecium scheint das pbp5-Gen bei Änderungen in der Salzkonzentration des umgebenden 

Mediums und bei Nährstofflimitierung keine bedeutende Rolle zu spielen. Die 

unterschiedlichen stressauslösenden Faktoren in der stationären Phase führten bei 

Enterococcus faecium zu einer Repression, bei Enterococcus faecalis zu einer Induktion von 

pbp5. Dies zeigt, dass Bakterien selbst innerhalb einer Gattung bei der Untersuchung 

desselben Gens und Stressstimulus unterschiedlich reagieren. 

Zusammenfassend konnte bei der Untersuchung der speziesspezifischen Regulatoren 

erstmals eine Beteiligung des rcsA-Gens von Escherichia coli bei osmotischem Stress, 

Oligotrophie sowie in der stationären Wachstumsphase sowohl bei planktonischen Bakterien 

als auch bei Biofilmen nachgewiesen werden. Bei allen verwendeten Stressparametern 

wurde das rcsA-Gen induziert. Das pbp5-Gen von Enterokokken ist ebenfalls stressreguliert. 

Bei Erhöhung der Salzkonzentration und bei Nährstofflimitierung wurde pbp5 reprimiert, in 

der stationären Wachstumsphase bei Enterococcus faecium reprimiert und bei Enterococcus 

faecalis induziert. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse scheinen beide Gene eine wichtige 

physiologische Rolle bei verschiedenen Umweltstimuli zu spielen und sich als 

Stressparameter verwenden zu lassen. 

4.4 Expression des universellen Stressprotein (usp)

Zusätzlich zur Untersuchung speziesspezifischer Gene bei den in dieser Arbeit verwendeten 

hygienisch relevanten Mikroorganismen wurden Expressionsanalysen verschiedener usp-

homologer Gene nach Stressexposition durchgeführt, bei denen zum Teil noch keine Studien 
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zu ihrer physiologischen Bedeutung vorlagen. Die Usp-Proteine kommen sowohl bei 

Eukaryoten, Prokaryoten als auch Archaeen vor und werden bei einer Vielzahl von exogenen 

oder endogenen Stimuli exprimiert. Bis heute ist das UspA-Protein von Escherichia coli mit 

einer Größe von 15,8 kDa am besten untersucht. Das Bakterium besitzt insgesamt 6 über 

das gesamte Chromosom verteilte Gene. Einige dieser usp-Gene befinden sich in enger 

Nachbarschaft zu anderen Genen, deren Produkte wichtige Funktionen bei verschiedensten 

Stressadaptationen übernehmen (Kvint et al. 2003). So liegt uspC direkt stromabwärts des 

für die Synthese von Trehalose benötigten otsBA-Operons (Csonka und Epstein 1996). uspE 

ist direkt stromabwärts des Gens fnr lokalisiert, dessen Produkt den globalen Regulator bei 

der Adaptation anaerober Bedingungen darstellt (Kiley und Beinert 1998). Das Gen uspG

liegt direkt stromaufwärts der Gene ahpC und ahpF. Beide spielen eine wichtige Rolle bei 

oxidativem Stress, indem sie bei der Reduktion von organischen Hydroperoxiden beteiligt 

sind (Wood et al. 2001). 

ppGpp ist dabei essentiell für eine Induktion von uspA, uspC, uspD, uspE (Gustavsson et al. 

2002; Kvint et al. 2003) und wird auch als Schlüsselregulator bei vielen in der stationären 

Phase induzierten Gene bezeichnet (Magnusson et al. 2005). Zudem stehen die Gene uspA

und uspD unter der negativen Kontrolle des FadR-Regulators, der bei der Regulation des 

Fettsäure-Metabolismus in Escherichia  coli eine wichtige Rolle spielt (Farewell et al. 1996). 

Die uspA-Expression ist zudem durch Fruktose-6-Phosphat aus der Glykolyse und 

Glukoneogenese reguliert (Persson et al. 2007).

In dieser Arbeit wurden bei der Untersuchung des universellen Stressgens uspA und 

mehrerer usp-homologer Gene die gleichen Stressparameter verwendet wie bei den 

Analysen der speziesspezifischen Regulatoren. Ziel war es, einen möglichst universellen 

Marker für Stressexposition bei den untersuchten Bakterien zu finden. Dazu wurden 

verschiedene usp-homologe Proteine von Enterococcus faecalis und Pseudomonas 

aeruginosa ausgewählt (siehe Anhang Alignements) und zu den jeweiligen aus der 

Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommenen Gensequenzen passende 

Primer berechnet und validiert. Zusätzlich wurde das uspA-Gen, als ein Vertreter der Usp-

Familie von Escherichia coli, untersucht. Übereinstimmend mit bisherigen Versuchen 

(Gawande und Griffiths 2005, Nyström und Neidhardt 1994) konnte auch bei dieser Arbeit 

eine Induktion des uspA-Gens von Escherichia coli bei osmotischem Stress und in der 

stationären Phase demonstriert werden. Lediglich bei Hungerstress kam es zu einer 

Repression des Gens.  

Die näher charakterisierten usp-homologen Gene von Pseudomonas aeruginosa

(PLES_20451) und Enterococcus faecalis (EF1982, EF3035, EF1058 und EF1084), über die 

noch keine Studien zu ihrer Expression oder Funktion durchgeführt wurden, zeigten 

eindeutige Expressionen bei den verwendeten Stressparametern. Diese entsprachen dem 



DISKUSSION

- 119 -

gleichen Expressionsmuster wie bei der Untersuchung der speziesspezifischen Regulatoren, 

was einerseits bestätigt, dass es sich bei den usp-homologen Genen tatsächlich um 

stressregulierte Faktoren handelt und andererseits den Schluss zulässt, dass sich die in 

dieser Arbeit untersuchten Gene als universelle Stressmarker verwenden lassen. Die 

Expressionsintensität der usp-homologen Gene von Enterococcus faecalis unterschied sich 

kaum voneinander, auch wenn das Gen EF1084 zumeist stärker induziert bzw. reprimiert 

wurde. Dies zeigt, dass alle in dieser Arbeit untersuchten Gene bei den verwendeten 

Stressoren eine ähnliche physiologische Relevanz besitzen.  

Die Induktion von rcsA von Escherichia coli bei Oligotrophie konnte bei der Untersuchung 

des uspA-Gens nicht bestätigt werden. Da es sich bei dem untersuchten uspA-Gen 

allerdings nur um ein einziges Mitglied der Usp-Familie handelt, kann diese Abweichung 

nicht zu einer Aussage darüber herangezogen werden, ob sich die Gene der Usp-Familie als 

universelle Stressmarker eignen. Es müssen somit noch weitere Untersuchungen mit 

anderen usp-Genen von Escherichia coli und anderen Bakterienspezies durchgeführt 

werden, um die ersten Hinweise darauf zu bestätigen, dass sich usp-Gene als generelle 

Stressmarker verwenden lassen.

4.5 Molekulare Fingerprints bei Stress und unterschiedlichen 
physiologischen Stadien bei Bakterien 

Mikroorganismen reagieren mit unterschiedlichen molekularen Mechanismen auf Stress. Die  

darauf folgenden Änderungen in der Zelle, beispielsweise der Eintritt in das VBNC-Stadium, 

können als verschiedene physiologische Stadien definiert werden. Zur Untersuchung von 

Stressantworten auf sich ändernde Umweltbedingungen bei Bakterien wurden verschiedene 

spezies- und genunabhängige Methoden untersucht. Der Vorteil liegt in der Möglichkeit, 

auch komplexe bakterielle Populationen betrachten zu können sowie auch Bakterien zu 

untersuchen, deren Genom bzw. Transkriptom nicht bekannt ist. Die bis heute in der 

Literatur beschriebenen Bakterien stellen lediglich 0,5-1% der geschätzten tatsächlich 

existierenden Mikroorganismen dar (Hacker et al. 2003). Die Erkennung und Bewertung von 

physiologischen Zuständen stellt die Grundlage dar, Bakterien in ihrem natürlichen Habitat 

zu manipulieren.

Die Analysen wurden in dieser Arbeit auf der Ebene der  RNA- und zum Teil auch auf DNA-

Ebene durchgeführt. Die RNA wurde in einem ersten Schritt revers in cDNA transkribiert und 

anschließend amplifiziert. Die Schwierigkeit in der Amplifikation prokaryotischer mRNA liegt 

generell in der Tatsache begründet, dass sie kein Poly(A)-Ende am 3’-Ende aufweist und 

somit die Basenabfolge nicht bekannt ist. Zusätzlich kommt bei Umweltproben die 
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Schwierigkeit hinzu, dass der Gehalt an RNA zumeist sehr niedrig ist und eine Amplifikation 

unumgänglich wird. Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion wird allerdings weniger als 1 ng 

Ausgangssubstanz als ausreichend beschrieben (Cheung und Nelson 1996), bei der es sich 

zudem um eine Mischung von verschiedenen Organismen handeln kann (Piel 2002). Daher 

wurden verschiedene Formen der Amplifikation zur Untersuchung der Stressantworten bei 

den in dieser Arbeit verwendeten Bakterien gewählt. 

A) RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)-PCR 
Eine Möglichkeit der Amplifikation von Nukleinsäuren und Unterscheidung unterschiedlicher 

physiologischer Stadien bei Bakterien ist die RAPD-PCR. Eine schematische Darstellung ist 

in Abbildung 4.2 angegeben.  

Die Einteilung in verschiedene physiologische Stadien wird heute zumeist mit FACS-

Analysen (Fluorescence-activated cell sorting) und Durchflusszytometrie durchgeführt und 

dient der Erkennung lebender und toter Bakterien und den Zwischenstufen, wie das VBNC-

Stadium oder das ABNC (active but nonculturable)-Stadium (Sachidanandham et al. 2005; 

Sachidanandham und Yew-Hoong Gin 2009) oder der Erfassung von Unterschieden bei 

Bakterien nach Stressexposition (Nielsen et al. 2009; Sachidanandham und Yew-Hoong Gin 

2008). Eine weitere Möglichkeit ist die Verwendung der rep-PCR, bei der repetitive DNA-

Sequenzen amplifiziert werden, um DNA-Profile bzw. Fingerprints zu erhalten (Ishii und 

Sadowsky et al. 2009). Sie bietet im Vergleich zu PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) 

eine Zeit- und Kostenersparnis (Olive und Bean 1999). Zusätzlich kommen Multiplex-PCR 

oder AFLP (amplified fragment-length polymorphism) zum Einsatz. Diese Methoden dienen 

meist der genotypischen Unterscheidung verschiedener Stämme von medizinisch relevanten 

Bakterien oder der Analyse mikrobieller Evolution und Ökologie. 

verschiedene Nukleinsäuren 

(DNA oder revers transkribierte RNA) 
diverse kurze, unspezifisch 

bindende Primer 

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der RAPD-PCR. 
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Auch die RAPD-PCR dient der Amplifikation von DNA. Diese Art der Amplifikation wird 

zumeist zur Unterscheidung verschiedener Stämme eines Bakteriums verwendet. Als 

Ausgangssubstanz wird DNA verwendet. In dieser Arbeit wurde erstmals sowohl cDNA als 

auch genomische DNA als Template verwendet, um zusätzlich eine Unterscheidung auf der 

Ebene der Transkription zeigen zu können. Als Primer dienten unterschiedliche, kurze 

Primer, die aus der Literatur entnommen wurden (Gomes et al. 2008; Venieri et al. 2004). 

Ein großer Vorteil der Methode ist, dass keinerlei vorhergehende Kenntnis über das Genom 

eines Organismus benötigt wird, da sich die „Zufallsprimer“ an vorher nicht definierte Stellen 

der DNA anlagern, was insbesondere bei der Analyse von Biofilmen von enormer Bedeutung 

ist.

In dieser Arbeit konnten sowohl bei hygienisch relevanten Gram-positiven als auch Gram-

negativen Bakterien deutliche Unterschiede auf der Ebene der Transkription bei 

verschiedenen Stressstimuli gezeigt werden, was für eine universelle Einsatzmöglichkeit 

dieser Methode spricht. Bei Pseudomonas aeruginosa und Escherichia coli konnten jeweils 

nur bei osmotischem Stress Unterschiede in den Bandenmustern und somit eine 

Stressantwort detektiert werden. Dies betätigt zum einen die Ergebnisse bei der 

Untersuchung der Physiologie der Bakterien (siehe Kapitel 4.2), dass zumindest Escherichia 

coli an eine Erhöhung der Salzkonzentration nicht ausreichend adaptiert ist. Zusätzlich 

erhärten die fehlenden Unterschiede in den Bandenmustern bei Oligotrophie die Vermutung, 

dass die Mikroorganismen besser an Nährstofflimitierung angepasst sind, da bei diesem 

Stressparameter keine Stressantwort nachgewiesen werden konnte. Eine bessere 

Adaptation an Hunger-Bedingungen konnte auch schon bei den Untersuchungen zur 

Physiologie der Bakterien beobachtet werden, bei denen bei beiden Gram-negativen 

Bakterien keine Veränderung in der Anzahl der kultivierbaren Zellen und des Gesamt-RNA- 

Gehalts ermittelt werden konnte (siehe Kapitel 4.2).  

Besonders auffällig waren die Untersuchungsergebnisse bei Enterokokken. Enterococcus 

faecalis wies sowohl bei osmotischem Stress als auch bei Oligotrophie ein verändertes 

Bandenmuster auf, während bei Enterococcus faecium dies nur bei Nährstofflimitierung der 

Fall war. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis auf eine verstärkte Stresstoleranz und 

erhöhte Fitness von Enterococcus faecium, insbesondere bei osmotischem Stress. Weitere 

Untersuchungen des Genoms stützten die Vermutung, dass Enterococcus faecalis

osmosensitiver ist als Enterococcus faecium. Bei der Verwendung von DNA als Template 

wurde während der Inkubation in einer 0,5 M Salzlösung bei Enterococcus faecalis ein 

verändertes Bandenmuster detektiert, während sich bei Enterococcus faecium keine 

Unterschiede zeigten. Diese detektierten Unterschiede könnten durch Umgruppierungen im 

Genom, beispielsweise bei Plasmiden verursacht werden. Eine weitere Möglichkeit ist die 

Mobilität kleiner nichtkodierender Insertionssequenzen wie den EFAR (Enterococcus 
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faecalis/faecium repeats) (deGregorio et al. 2009). Sie übernehmen möglicherweise eine 

funktionelle Rolle, indem sie Sekundärstrukturen wie Haarnadeln bilden und auf diese Weise 

den Abbau der mRNA modulieren können (deGregorio et al. 2006). Zusammenfassend kann 

gesagt werden, dass die verstärkte Stresstoleranz von Enterococcus faecium, insbesondere 

bei osmotischem Stress, von den Ergebnissen der Untersuchung des DNA-Gehalts lebender 

und toter Zellen bei Stressexposition untermauert wurde (siehe Kapitel 4.2). Bei diesen 

Analysen konnte gezeigt werden, dass Enterococcus faecalis ein Übergang in ein VBNC-

Stadium als Stressadaptation zeigte, wohingegen bei Enterococcus faecium diese Form der 

Stressantwort nicht nachgewiesen werden konnte. 

B) Amplifikation mittels Adapter 
Als eine weitere Option der Amplifikation von cDNA und anschließender Identifizierung 

molekularer Fingerprints wurden verschiedene Oligonukleotide an einzelsträngige 

Nukleinsäuren angebunden und anschließend mit Hilfe der komplementären Primer 

amplifiziert. Die Vorgehensweise ist in Abbildung 4.3 dargestellt.  

Dieses Verfahren führt zu einer Vervielfältigung aller vorhandenen Nukleinsäure-Moleküle. 

Aufgrund dieser Basis ließen sich die Gesamt-RNA-Isolate miteinander vergleichen. Das 

Verhältnis von ribosomaler RNA und mRNA, die für Transkriptomanalysen herangezogen 

wird, aber nur etwa 5% der Gesamt-RNA ausmacht, wurde nicht verändert. Als Adapter 

wurden sowohl definierte Oligonukleotide als auch einzelne Nukleotide verwendet. Das 

Anbinden erfolgte durch verschiedene Enzyme wie die terminale Transferase und die T4 

RNA Ligase (Troutt et al. 1992), die in der Lage ist, definierte Primersequenzen anzukoppeln 

und so dafür sorgen, dass sich die Nukleinsäure-Moleküle nicht in ihrer Länge 

unterscheiden. Diese Modifikation bietet - im Gegensatz zum Anbinden einzelner Nukleotide 

Anbinden von Adaptern 

Amplifikation mit komplementären Primern 

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Amplifikation mittels Adapter. 
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mit der terminalen Transferase - den Vorteil der definierten Enden der flankierten cDNA. 

Nach der PCR liegen bei den Nukleinsäuren nur Fragmente der gleichen Größe vor, da nur 

adapterspezifische Primer verwendet wurden. Eine Bande entspricht somit einer 

Nukleinsäure-Sequenz, wodurch eine Fingerprint-Technik vorliegt. Allerdings ist das 

Ankoppeln definierter Primersequenzen deutlich zeit- und kostenintensiver als die 

Modifikation mit einzelnen Nukleotiden durch die terminale Transferase.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die isolierte Gesamt-RNA von Bakterien, die in 

nährstoffarmem Leitungswasser inkubiert wurden, modifiziert und die cDNA amplifiziert 

werden. Im Laufe der Stresssituation waren sowohl zunehmende als auch abnehmende 

Banden zu erkennen. Somit konnten schon auf der Ebene der Gesamt-RNA Unterschiede 

durch exogene Stimuli sichtbar gemacht werden. Besonders interessant wird diese Methode 

in Verbindung mit der in vivo-Markierung und Separation von RNA mit Hilfe funktionalisierter 

Magnetpartikel, wodurch es zu einer Amplifikation ausschließlich der momentan exprimierten 

RNA kommt. Dadurch ist es möglich, gezielt Transkriptomanalysen zu betreiben und eine 

veränderte Genexpression zu erkennen. 

Durch die Versuche konnte außerdem gezeigt werden, dass Primer mit bekannter Sequenz 

an Nukleinsäure-Moleküle gekoppelt werden können. Dies bietet die Möglichkeit, 

Schnittstellen für Restriktionsenzyme in Primer-Sequenzen einzubauen, um die von 

bekannten Sequenzen flankierte DNA klonieren zu können und eine Nukleinsäure-Bibliothek 

zu erstellen. Eine weitere Anwendungsmöglichkeit besteht bei der substraktiven 

suppressiven Hybridisierung. Dieses Screeningverfahren eignet sich zur Identifikation 

differentiell exprimierter Gene (Diatchenko et al. 1996). 

C) Amplifikation mittels degenerierter und unspezifisch bindender Primer
Eine dritte Möglichkeit war die Verwendung degenerierter Primer, die an die Shine- 

Dalgarno-Sequenz binden, in Verbindung mit kurzen, unspezifisch bindenden Primern für die 

Amplifikation der cDNA. Abbildung 4.4 zeigt schematisch den Ablauf dieser Amplifikation. 

Prokaryotische mRNA besitzen normalerweise am 5’-Ende eine so genannte Shine-

Dalgarno-Sequenz, mit deren Hilfe es möglich ist, prokaryotische Gene direkt durch einen 

korrespondierenden Primer zu amplifizieren (Ping et al. 2008).  



DISKUSSION

- 124 -

Es konnten bei der Verwendung dieser Methode Unterschiede bei dem Gram-positiven 

Bakterium Enterococcus faecium nach osmotischem Stress gezeigt werden, die allerdings 

nur hier auftraten und sehr schwach ausgeprägt waren. Eine Sequenzierung ergab, dass es 

sich bei den abweichenden Banden um ribosomale RNA (rRNA) handelte. Aus diesen 

Gründen scheint sich diese Methode nicht zur Verwendung bei anderen Bakterien oder zur 

Identifizierung weiterer stressregulierter Gene zu eignen. 80% der Gesamt-RNA bestehen 

aus rRNA, die sehr stabil ist und auch 48 h nach Abtötung der Zellen nachgewiesen werden 

kann (McKillip et al. 1998), während mRNA lediglich eine Halbwertszeit von wenigen Minuten 

aufweist, was eine Erklärung für das Vorhandensein der rRNA darstellen könnte.  

Auch eine zuvor durchgeführte Separation der Gesamt-RNA in rRNA und mRNA mittels 

Capture-Hybridisierungsaufreinigung führte zu keinem anderen Ergebnis. Die Verwendung 

eines zur Shine-Dalgarno-Sequenz korrespondierenden Primers wurde bereits zur Analyse 

von Fingerprints benutzt (Cuny und Witte 1996; Netto dos Santos et al. 2001). Diese 

Untersuchungen beschränkten sich aber meist auf eine Bakterienart und somit konnte ein 

genspezifischer Primer, statt den in dieser Arbeit verwendeten, unspezifisch bindenden 

Primern, eingesetzt werden. Zusätzlich wurde bei diesen Analysen oft DNA als 

Ausgangssubstanz benutzt. Dies könnten Gründe sein, warum in der vorliegenden Arbeit 

keine signifikanten Unterschiede zwischen „gestressten“ und „ungestressten“ Bakterien 

gefunden wurden. Es gibt Untersuchungen über die Verwendung eines Shine-Dalgarno-

Primers in Verbindung mit der RAP-PCR (RNA arbitrarily primed PCR), allerdings musste 

hier eine zeitaufwändige Optimierungsphase vorgeschaltet werden (Fleming et al. 1998). 

Die beiden letztgenannten Methoden der Amplifikation einzelsträngiger Nukleinsäure-

Moleküle eignen sich nur bedingt für eine schnelle und exakte Bewertung unterschiedlicher 

physiologischer Stadien, wie sie nach Stressexposition auftreten. Die festgestellten 

Unterschiede sind einerseits nicht sehr deutlich sichtbar, zum anderen ist besonders die 

zweite Methode zu teuer und langwierig. 

Shine-Dalgarno-Sequenz 

komplementärer Primer 

unspezifisch bindender Primer 

Abb. 4.4: Schematische Darstellung der Amplifikation mittels degenerierter Primer. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in die Adaptation von Mikroorganismen an 

verschiedene Stressoren eine Vielzahl von Genen involviert ist, deren Produkte sowohl 

verstärkt als auch vermindert einen Nutzen für die Zelle darstellen. Mit den in dieser Arbeit 

verwendeten molekularen und mikrobiologischen Nachweissystemen konnte bei 

ausgewählten, speziesspezifischen und universellen Genen gezeigt werden, dass sie 

stressreguliert sind, wobei Bakterien innerhalb einer Gattung eine unterschiedliche 

Regulation aufwiesen. Dabei scheinen die usp-homologen Gene sich als universelle 

Stressmarker zu eignen. Abhängig von ihrem natürlichen Habitat unterscheiden sich 

Mikroorganismen signifikant in ihrer Anpassungsfähigkeit und den daraus resultierenden 

Stressantworten, beispielsweise dem VBNC-Stadium. Die untersuchten Methoden zur 

Detektion physiologischer Stadien als Reaktion auf sich ändernde Umweltbedingungen 

stellen die Grundlage zur Bewertung und zum besseren Verständnis bakterieller 

Stressantworten dar. 

Die Regulation speziesspezifischer Gene, aber auch Masterregulatoren, wird oft durch 

(p)ppGpp gesteuert. Eine schematische Übersicht ist in Abbildung 4.5 angegeben. Dabei 

kann (p)ppGpp über verschiedene Proteine wirken und wird auch als Schlüsselregulator 

bezeichnet. Aufgrund der in dieser Arbeit  festgestellten universellen Einsatzmöglichkeit der 

usp-Gene als Stressmarker und der Koregulation dieser Gene mit speziesspezifischen 

Genen, stellt sich die Frage, inwieweit diese an der Regulation, analog zu (p)ppGpp, bei 

verschiedenen Stressantworten beteiligt sind. Diese Fragestellung lässt sich durch 

weiterführende Arbeiten mit Defizit-Mutanten beantworten. 

Abb. 4.5: Regulationsschema ausgewählter stressrelevanter Gene.
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5 Ausblick 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die Notwendigkeit der Forschung auf 

dem Gebiet der Stressadaptation bei Bakterien. Besonders im Hinblick auf die möglichen 

Gefahren für den Menschen und die hohen Kosten in technischen Bereichen, sollten 

Anpassungsstrategien von Mikroorganismen, wie die Biofilmbildung oder das VBNC-

Stadium, genauer untersucht werden. Ziel ist es, verschiedene physiologische Stadien 

erkennen und analysieren zu können, um bakterielle Populationen gezielt zu manipulieren. 

- Die in dieser Arbeit etablierte Methode der Amplifikation von cDNA und DNA mit 

Hilfe der RAPD-PCR zur Detektion physiologischer Stadien muss auf bakterielle 

Mischkulturen übertragen werden. 

- Die Vervielfältigung prokaryotischer cDNA mittels Adaptern muss in Verbindung 

mit der Separation von RNA untersucht werden, um neue stressregulierte Gene 

zu identifizieren und weitere Fingerprint-Methoden zu generieren. 

- Es ist notwendig, mehr Daten über möglicherweise universelle bakterielle 

Stressmarker, wie das usp-Gen, zu sammeln und mit speziesspezifischen, 

stressregulierten Faktoren zu vergleichen, um möglicherweise einen 

Bakterienspezies-unabhängigen Stressmarker zu finden. 

- Eine Beteiligung der usp-Gene bei der Regulation von Stressantworten sollte 

näher untersucht werden. 

- Die Untersuchungen der Bedingungen, die Bakterien befähigen, sich vor 

Umwelteinflüssen durch den Übergang in das VBNC-Stadium zu schützen, 

müssen weiter intensiviert werden. 
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7 Anhang 

Daten zum RNA-Gehalt und Anzahl der KBE 

MW
KBE/mL SD

MW RNA 
[ng/μL] SD

Natriumchlorid 
Kontrolle 7,26E+08 0,24E+08 447,30 13,63 
3 Tage  3,49E+08 0,51E+08 205,40 29,37 
4 Tage 1,84E+08 0,24E+08 280,30 3,84 
5 Tage 3,01E+08 0,84E+08 316,90 5,01 
Leitungswasser 
Kontrolle 2,04E+08 0,42E+08 432,97 13,30 
3 Tage  4,09E+08 0,37E+08 306,90 12,32 
4 Tage 3,19E+08 1,17E+08 361,30 0,46 
5 Tage 2,41E+08 0,18E+08 392,30 1,56 

MW
KBE/mL SD

MW RNA 
[ng/μL] SD

Natriumchlorid 
Kontrolle 1,38E+09 0,79E+09 1089,65 57,04 
3 Tage  9,74E+07 1,27E+07 352,90 2,36 
4 Tage 8,19E+07 0,26E+07 221,00 9,08 
5 Tage 7,89E+07 0,41E+07 141,20 5,63 
Leitungswasser 
Kontrolle 1,09E+09 0,13E+09 1244,70 8,70 
3 Tage  2,69E+09 0,50E+09 1089,60 15,99 
4 Tage 2,21E+09 0,98E+09 847,70 3,27 
5 Tage 4,89E+08 1,35E+08 1093,40 13,29 

Tab. 7.1: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Pseudomonas aeruginosa 
während verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. 
MW: Mittelwert. 

Tab. 7.2: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Escherichia coli während 
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW: 
Mittelwert.
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MW
KBE/mL SD

MW RNA 
[ng/μL] SD

Natriumchlorid 
Kontrolle 3,36E+08 0,97E+08 253,37 8,77 
3 Tage 3,20E+08 1,54E+08 715,63 0,68 
4 Tage 1,70E+08 1,01E+08 752,90 39,04 
5 Tage 5,78E+07 0,85E+07 775,63 23,88 
Leitungswasser 
Kontrolle 5,28E+08 0,83E+08 195,40 3,25 
3 Tage 6,03E+07 1,06E+07 730,65 24,96 
4 Tage 5,95E+05 1,15E+05 688,40 12,59 
5 Tage 3,48E+05 3,22E+05 778,47 7,54 

Tab. 7.3: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Enterococcus faecium während 
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW: 
Mittelwert.

MW
 KBE/mL SD

MW RNA 
[ng/μL] SD

Natriumchlorid 
Kontrolle 4,28E+08 1,47E+08 337,36 12,35 
3 Tage 1,33E+08 7,30E+07 219,7 5,47 
4 Tage 3,95E+07 1,65E+07 216,85 0,97 
5 Tage 2,83E+06 1,16E+06 224,95 13,71 
Leitungswasser 
Kontrolle 3,98E+08 2,08E+08 331,56 11,21 
3 Tage 8,60E+06 2,80E+05 405,50 9,45 
4 Tage 3,65E+06 7,40E+05 436,60 8,91 
5 Tage 3,36E+06 1,59E+06 639,25 2,57 

Tab. 7.4: Zellzahl im Vergleich zum Gesamt-RNA-Gehalt bei Enterococcus faecalis  während 
verschiedener Behandlungen und  Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. MW: 
Mittelwert.
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16S crDNA SD 16S rDNA SD 
Natriumchlorid 
Kontrolle 17,24 1,010 13,27 0,124 
3 Tage 16,89 0,123 15,06 0,005 
4 Tage 17,83 0,097 16,66 0,002 
5 Tage 18,37 0,048 18,34 0,053 

Leitungswasser 
Kontrolle 16,83 0,466 13,42 0,006 
3 Tage 18,66 0,061 23,15 0,070 
4 Tage 19,53 0,004 24,39 0,127 
5 Tage 20,42 0,062 24,98 0,244 

16S crDNA SD 16S rDNA SD 
  Natriumchlorid 
  Kontrolle 22,77 0,537 14,63 0,078 
  3 Tage 19,14 0,297 17,01 0,304 
  4 Tage 19,73 0,318 17,55 0,226 
  5 Tage 20,19 0,226 17,2 0,283 
  Leitungswasser 
  Kontrolle 22,72 0,401 14,75 0,056 
  3 Tage 22,30 0,218 16,48 0,280 
  4 Tage 22,73 0,216 17,00 0,266 
  5 Tage 23,94 0,326 17,71 0,388 

Daten zu Ct-Werten 

Tab. 7.5: Ct-Werte der quantitativen PCR für 16S crDNA und 16S rDNA bei PMA- 
behandelten Proben von Enterococcus faecium  während verschiedener Behandlungen und 
Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. 

Tab. 7.6: Ct-Werte der quantitativen PCR für 16S crCNA und 16S rDNA bei PMA- 
behandelten Proben von Enterococcus faecalis während verschiedener Behandlungen und 
Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung. 
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Daten zu RNA-Isolierungen 

Tab. 7.7: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Pseudomonas aeruginosa während 
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.  MW: 
Mittelwert.

MW
RNA [ng/ L] SD 260/280 nm 

0,5 M NaCl-Lösung 
Kontrolle  447,30 13,63 2,07 
1 Tag 300,80 16,48 2,10 
2 Tage 289,75 28,62 2,10 
3 Tage 205,40 29,37 2,08 
4 Tage 280,30 3,84 2,07
5 Tage 316,90 5,01 1,98
Leitungswasser 
Kontrolle  432,97 13,30 2,08 
1 Tag 314,97 7,08 2,10
2 Tage 357,72 54,30 2,10 
3 Tage 306,90 12,32 2,08 
4 Tage 361,30 0,46 2,07
5 Tage 392,30 1,56 2,05
Optische Dichte (OD600)
0,2 158,20 10,11 2,11 
0,4 321,60 1,11 2,09 
0,6 410,73 16,20 2,09 
1,1 536,23 4,71 2,12 
1,3 280,73 16,12 2,12 
1,6 529,00 9,40 2,12 
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Tab. 7.8: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Escherichia coli während verschiedener 
Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.  MW: Mittelwert. 

MW
RNA [ng/ L] SD 260/280 nm 

0,5 M NaCl-Lösung 
Kontrolle  1089,50 57,04 2,12 
1 Tag 1044,30 12,39 2,09 
2 Tage 584,70 21,26 2,09 
3 Tage 352,90 2,36 2,12
4 Tage 221,00 9,08 2,12
5 Tage 141,20 5,63 2,13
Leitungswasser 
Kontrolle  1244,70 8,70 2,13
1 Tag 1140,77 62,17 2,09 
2 Tage 934,43 30,05 2,09 
3 Tage 1089,60 15,99 2,14 
4 Tage 847,70 3,27 2,11
5 Tage 1093,40 13,29 2,11 
Optische Dichte (OD600)
0,1 100,97 12,81 2,04 
0,2 280,40 15,77 2,09 
0,4 422,80 30,58 2,07 
0,8 892,50 12,37 2,11 
1,4 1257,90 26,30 2,06 
2,1 332,00 7,19 2,05 
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Tab. 7.9: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Enterococcus faecium während 
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.  MW: 
Mittelwert.

MW
RNA [ng/ L] SD 260/280 nm 

0,5 M NaCl-Lösung 
Kontrolle  244,80 1,18 2,12
1 Tag 428,02 42,17 2,12 
2 Tage 642,80 15,47 2,12 
3 Tage 619,57 15,28 2,14 
4 Tage 749,50 20,45 2,12 
5 Tage 750,40 36,84 2,12 
Leitungswasser 
Kontrolle  249,67 7,78 2,12
1 Tag 703,78 47,18 2,12 
2 Tage 906,31 9,93 2,13
3 Tage 992,27 9,53 2,15
4 Tage 1067,78 19,25 2,12 
5 Tage 931,14 6,80 2,14
Optische Dichte (OD600)
0,2 83,03 1,27 2,11 
0,4 255,34 9,70 2,14 
0,6 285,95 6,65 2,15 
0,7 226,41 6,47 2,15 
0,8 198,68 15,15 2,13 
2,5 166,05 4,67 2,15 
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Tab. 7.10: RNA-Konzentrationen aus Kulturen von Enterococcus faecalis während 
verschiedener Behandlungen und Inkubationszeiten. SD: Standardabweichung.  MW: 
Mittelwert.

MW
RNA [ng/ L] SD 260/280 nm 

0,5 M NaCl-Lösung 
Kontrolle  337,36 12,35 2,12 
3 Tage 219,70 5,47 2,14
4 Tage 216,85 0,97 2,13
5 Tage 224,95 13,71 2,13 
Leitungswasser 
Kontrolle  372,26 6,08 2,12
3 Tage 401,70 9,90 2,15
4 Tage 449,50 7,92 2,15
5 Tage 558,00 6,79 2,20
Optische Dichte (OD600)
0,2 44,60 0,86 2,11 
2,5 116,40 1,71 1,94 
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Alignements

    CD (conserved domain) 00293, USP-ähnlich: 

RILVAVDGSEESERALRWAARLARRLGAELVLLHVVDPPPSSAAELAELLEEEARALLEALREALAEAGVKVE

TVVLEGDPAEAILEAAEELGADLIVMGSRGRSGLRRLLLGVAERVLRHAPCPVLVV 

PLES_20451 von Pseudomonas aeruginosa:

MPYGHILVAVDLDTECDPVMKRAAALATSNQARLSVVHVVEPMAMAFGGDVPMDLSMLQQQQFDQARE

RLDAFAVRYPDLGSEQRHLVYGQPRQEIHRLAAEQACDLIVVGSHGRHGLALLLGSTANDVLHGAPCDVL
AVHLKKA

USPA von Escherichia coli:

MAYKHILIAVDLSPESKVLVEKAVSMARPYNAKVSLIHVDVNYSDLYTGLIDVNLGDMQKRISEETHHALTEL

STNAGYPITETLSGSGDLGQVLVDAIKKYDMDLVVCGHHQDFWSKLMSSARQLINTVHVDMLIVPLRDEEE

EF1982 von Enterococcus faecalis:

MLQQYQKIMIAIDGSDEADLAFKKAVNVAKRNDAELLLAHVVDTRSFQSVSSFDGALAEEAMSMAKETLDT

YQQQAVDMGQTKVSSVLAYGSPKNIIAKELPKEYNIDLIMLGATGLNAVERLFIGSVSESVIRNASCDVLVVR

TDLDNKLPKNEEK 

EF1058 von Enterococcus faecalis:

MKFSKIMVGVEESPDALKAFHYAIQKAKEEQAELVIVSILEEKEINVYQSLDKNYWQEQLAKLEKQTEKYQQ

EALANGIDKVSVIVNEGNPGELIINKLIPLNKPDLLIIGSKSTSKLKSFFGSQAAYMARYAPISVMIIR

EF3035 von Enterococcus faecalis:

MEEQMYKNILVGVDGSDQANLAYERAIEVARRNGSRVIVANILENQVYTMMGYSTLNDQLIDQETAAAEEL
MADCKKYAESVDFHNVETVTMFGSPKEVMSHELPEKYNVDLIMVGQSGLNAVERVVMGSVSSYIIRQAPCD

VLIVHSEEK

EF1084 von Enterococcus faecalis:

MSVYQHILVALDGSDQSEKAFHEAVRIAKEEQATLYLATIINDAEFTTSPFSFEELYDLEKHKSEEMLTGKAK

QASEIGVKTVKKIVElGSPKRYLANTISENYAIDLIVLGATGRGAIQRTLIGSTTDYVVNHALCNVLVVR

Abb. 7.1: Aminosäurensequenzvergleiche der Usp-homologen Proteine. 
     :homologe Aminosäure 
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